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RESUMEN

El virus de bronquitis infecciosa (IBV) es un coronavirus que se replica en el epitelio del tracto
respiratorio, digestivo y urogenital de aves de corral por lo que ha provocado grandes pérdidas econémicas
a la industria aviar. La glicoproteina superficial Spike de IBV es altamente inmunogénica, principalmente
gracias a su subunidad 1 (S1). La parte media de S1 presenta una regién hipervariable (HVR) con residuos
criticos que favorecen la variabilidad genotipica de los virus y contribuyen a producir una respuesta inmune
protectora.

En el presente estudio se utihizo la metodologia de desplegamiento en fago (phage display) para
realizar la deteccion de epitopos inmunodominantes de S1. Los anticuerpos de conejos y aves, inoculados
con péptidos sintéticos (secuencia parcial de HVR) y cepas virales, seleccionaron péptidos miméticos
(mimotopos) de una biblioteca combinatoria de 12 residuos. Los motivos QxTGPLxF, QYGKF vy
YPxYxxL (x representé aminodcidos variables) resultaron ser mimotopos de un cluster de dos epitopos de
la regién C-ter de HVR de S1 del coronavirus. Mediante la inoculacion de algunos mimotopos como
mmunogenos en ratones y aves, se obtuvieron sueros inmunes que reconocieron a IBV. Asimismo, en el
ensayo de proteccion en donde las aves fueron desafiadas con el virus UNAM 2001 (de distribuciéon
exclusiva en México), los mimoétopos de clonas individuales protegieron en un 75% evitando que se
desarrollara nefritis o neumonia intersticial. Por otro lado, para caracterizar mejor la probable estructura de
este claster inmunogénico, se realizé6 un andlisis comparativo del perfil hidrofilico y antigénico y de la
estructura tridimensional de S1 ya caracterizada en el coronavirus humano del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV). Los resultados de dicho andlisis sugirieron que los dos epitopos inmunodominantes se
encuentran opuestos uno del otro y, como clister, presentan una estructura conformacional expuesta en la
superficie de la proteina.

La utilizacion de los mimétopos mmunogénicos obtenidos en el presente trabajo, nos permitio
identificar y caracterizar estructural e inmunolégicamente algunos epitopos de la proteina Spike de IBV.
Estos péptidos miméticos de fagos podrian utilizarse en el desarrollo de una nueva generacién de vacunas o

pruebas de diagnéstico de IBV, en especial, de cepas endémicas mexicanas.



ABSTRACT

Infectious bronchitis virus (IBV) is a coronavirus that replicates i the epithelium of respiratory,
digestive and uro-genital track tissues of chickens causing economical losses m the poultry mdustry. The
IBV glycoprotein Spike (as in other coronaviruses) is highly immunogenic due to the bulbous surface-
exposed subunit 1 (S1). The amino-terminal half-part of SI1 presents a hypervariable region (HVR) with
mmportant residues that lead viral genetic varability and contributes to induce a protecting immune
response.

The purpose of this research was to identify and characterize S1 immunodominant epitope by
phage display methodology. Rabbit and chicken sera obtained by inoculating synthetic peptides (HVR
partial sequence) and virus strains selected mimetic peptides (mimotopes) of a 12-mers random library. The
motilfs QxTGPLxF, QYGKF y YPxYxxL (where x depicted a non-epitope random amino acid) were the
mimotopes of a two-epitope cluster found in S1 HVR C-terminus. Some mimotopes used as immunogens
m mice and chickens induced antibodies that recognized to IBV. In the challenge assay, 75% of chicken
population that was immunized with such single phage mimotopes did not develop nephritis or interstitial
pneumony. On the other hand, with the purpose of characterizing a hittle more this immunodominat
cluster, a probable 3D structure was deduced through hydrophylicity-antigenicity profiles and SARS virus
Sli-structure comparisons. It is suggested that the two immunodominant epitopes are found face to face
presenting, as a cluster, a conformational structure exposed in the proteimn surface.

The mmmunogenic mimotopes obtained lead to identfy and characterize structurally and
mmunogenically some S1 epitopes of the IBV Spike protemn. These phage mimetic peptides could be used

as a novel vaccine or a diagnostic strategy to detect IBV, specially, Mexican strains.
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ABREVIATURAS

Abs: Absorbancia

ACE-2: enzima convertidora de angiotensina (Angrotensin-Converting Enzyme 2)

Conn: cepa Connecticut

C-ter: carboxilo terminal

E: proteina de envoltura (Envelope protein)

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
FIPV: virus de la peritonitis felina (Feline Infectious Peritonitis Virus)

HCoV: coronavirus humano (Human Coronavirus)

HE: hemaglutinina esterasa (Haemagglutinin-Esterase)

HVR: region altamente variable (Hypervariable Region)

IBV: virus de bronquitis infecciosa (Infectious Bronchitis Virus)

ICTV: Comité Internacional sobre la Taxonomia de Virus (International Commitee on Taxonomy of Viruses)
IgG: inmunoglobulina G

IgY: inmunoglobulina Y

kDa: kilodaltones

kpb: kilopares de bases

M: proteina de membrana (Membrane protein)

Mass: cepa Massachusetts

MVH: virus de la hepatitis murina (Murine Hepatitis Virus)

N: nucleoproteina (Nucleoprotein)

N-ter: amino terminal

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

P138: péptido 138

PBS: amortiguador de fosfatos (Phosphate Butler Saline)

PDB: base de datos de proteinas (Protein Data Bank)

PEDV: virus de la diarrea epidémica (Porcine Epidemic Diarrhea Virus)

RBD: dominio de unién al receptor (Receptor Binding Domain)

RBM: motivo de union al receptor (Receptor-Binding Motily

SARS: sindrome respiratorio agudo severo (Severe Acute Respiratory Syndrome)
SARS-CoV: coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus)
TGEV: virus de la gastroenteritis transmisible porcina (7ransmissible Gastroenteritis Virus)

ufp: unidades formadoras de placa
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INTRODUCCION

I.1 Caracteristicas generales de los patégenos

1 1.1 Género Coronavirus

El virus de bronquitis infecciosa (IBV) y el virus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-
CoV) forman parte del género Coronavirus (Thiel, 2007) que se incluyen en la familia Coronaviridae y el
orden Nidovirales (Tabla 1). Los coronavirus se caracterizan porque infectan aves (aves de corral y faisanes,
principalmente) y mamiferos (murciélagos, ratas, ratones, conejos, perros, gatos, caballos, cerdos, ganado y
el ser humano) causindoles diferentes patologias como infecciones respiratorias, digestivas,
cardiovasculares y neurologicas. Lo anterior es causa de enormes pérdidas econémicas en la industria de
productos lacteos y carnicos y huevos provenientes de granjas, asi como la icesante apariciéon de

enfermedades respiratorias durante todo el ailo en humanos.

Tabla 1. Taxonomia del género Coronavirus *

Virus de la gastroenteritis transmisible porcina
Virus entérico canino

Virus de la peritonitis infecciosa felina

Subgrupo 1*

Grupo 1 Virus de la diarrea epidémica porcina
Subgrupo 1b| Virus humano 229K
Virus de murciélago

Virus de la hepatitis murina
Virus humano OC43
Virus bovino

Subgrupo 22| . . . .
Virus respiratorio canino

Grupo 2 Virus encefalomielitis porcina
Virus puffinosis
Subgrupo 2b| Virus SARS
Virus de la bronquitis infecciosa
Virus de pavo
Grupo 3 Virus de faisan

Virus de pato

Virus de ganso

Virus de paloma

“(INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSLES, ICTV,
2004)

Los coronavirus son virus envueltos y su genoma es el mas grande dentro de los virus constituidos

de ARN ya que oscila entre los 16 y 33 kilopares de bases (kpb) y es altamente infeccioso replicindose en



el citoplasma celular. E1 ARN de los coronavirus es de una sola cadena con sentido positivo y de forma
helicoidal, por lo cual, se clasifican en el Grupo IV de la clasificacion de Baltimore (Thiel, 2007). EI ARN
5’ esta cap metilado, mientras que 3’ presenta una cola de poliadenina (regiones que no se traduce, UTRs),
lo que permite que se una al ribosoma para la traduccion. Todos los coronavirus se caracterizan porque
presentan cuatro proteinas estructurales. La glicoproteina Sprke presenta una forma bulbosa (peplémero)
con un peso molecular aproximado de 180-220 kilodaltones (kDa). Spike es altamente inmunogénica y con
una tasa de variabilidad genética alta, ademas de ser una determinante del tropismo celular. La proteina de
envoltura () tiene un peso molecular de 10-12 kDa aprox., es altamente hidrofébica y sirve como
envoltura protectora del virus de la gastroenteritis transmisible porcina (TGEV) y de IBV. La glicoproteina
transmembranal (M) de 30-35 kDa aprox. es importante para el ensamblaje del virus, mientras que la
nucleoproteina (N) de 45-50 kDa, que presenta una forma cilindrica y helicoidal, envuelve al material
genético. En algunos coronavirus del grupo 2a existe la hemaglutinina-esterasa (HE) de 140 kDa aprox.,
uniéndose a un correceptor celular (por lo general, N-acetil neuraminico) (Talbot and Levy, 1995;
Cavanagh, 1981, 1983, 2007; Corse and Machamer, 2000). Las proteinas no estructurales (accesorias) de
bajo peso molecular, son también utilizadas por lo taxénomos para determinar el subgrupo al que
pertenecen algunos coronavirus, sin embargo, ain se desconoce su funcién dentro del genoma viral

(Cavanagh, 2005).

1L 1.2 Ciclo bioldgico de los coronavirus

El estudio de la replicacion del genoma viral se ha basado en el modelo del virus murino (MHYV) y
actualmente, el del virus SARS (Fig. 1). Ambos virus se unen a receptores celulares (proteina antigénica
carcino-embriénica y enzima convertidora de anglotensina 2, respectivamente) a través de su proteina
Spike, no obstante, se desconoce si el mecanismo de entrada es mediante fusion membranal o por
endocitosis (Blau and Holmes, 2001). Los marcos de lectura abierto, la y 1b, se traducen en ppla (una
proteasa) y pplab (una ARN polimerasa dependiente de ARN y una helicasa). Ambas proteinas son
subunidades del complejo replicasa. Este complejo sintetizard un ARN de cadena negativa complementario
al ARN genomico (Knipe and Howley, 2001). Este ARN servird para sintetizar, a través de transcripciéon
discontinua (la cual no ha sido bien estudiada), ARN’s mensajeros subgenoémicos de cadena positiva de
forma anidada (nested transcripts) y una cadena larga de ARN, todos compartiendo el mismo 3’ terminal,
pero cada uno empieza con un 5’ terminal diferente por lo que el primer gen de cada ARNm traducira a
proteina, excepto la cadena mis larga de ARN que formard parte del material genético de la proxima
generacion viral. La nucleoproteina (N) se une al ARN genémico para formar la nucleocipside, mientras
que la proteina membranal (M) es integrada en la membrana del reticulo endopliasmico, asi como la
proteina Sprke y la hemaglutinina esterasa. Después de la union de las proteinas a la membrana, la

nucleocdpside con el ARN de forma helicoidal se encapsula en el lumen del reticulo endopliasmico. Al
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final, la nueva progenie viral es transportada a través de vesiculas en el aparato de Golgi hacia la membrana

celular y son exocitadas en el espacio extracelular (Weiss S and Navas S, 2005).
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Fig. 1 Replicacion de un coronavirus. (1) Entrada del virus a través de su receptor de superficie, Sprke uniéndose a un
receptor celular. (2) El virus podria entra a la célula mediante fusion membranal o por endocitosis. (3) El complejo
replicasa (polimerasa) se traduce. (4) Se transcriben pequernios ARN subgendmicos de cadena positiva que serdn
usados para sintetizar las proteinas estructurales y el ARN gendmico de cadena positiva. (5) La nucleoproteina (N) se
une al ARN genomico (nucleocapside) v Spike, la proteina transmembranal (M) y la hemaglutinina esterasa (HE) se
mtegran al reticulo endoplismico (ER) para (6) formar una vesicula que serd transportada a la membrana celular.




1.2 Virus de bronquitis infecciosa

L2.1 La bronquitis infecciosa

IBV es un patdégeno que ha causado grandes pérdidas economicas en la industria aviar alrededor
del mundo provocando una enfermedad altamente contagiosa entre aves de corral (Gallus gallus
domesticus) (Cavanagh and Naqui, 2003). Este virus causa infecciones en 6rganos que presentan superficies
epiteliales, tales como el tracto respiratorio y reproductivo (Collisson ef af, 1992 y Cavanagh D, 2005) y en
el rmon (Wang et al, 1993; Cook J, 1984 Julian R and Willis N, 1969). La infeccién disminuye la calidad y
la produccion del huevo (afecta la consistencia y el pigmento de la ciscara), inhibe la reproduccion aviar (el
oviducto es afectado) y produce la muerte hasta de un 509% en aves jovenes (Matthijs ef a/, 2003; Ladman
and Feberwee, 2004). En general, existen lesiones en la parte superior del tracto respiratorio, airsacculitis,
nefritis (por cepas nefrotropicas), depositos de urato en rinon y uréteres (Butcher et al, 2002).
El virus tarda en replicarse de 36 a 48 hrs dentro de su organismo hospedero manifestindose en forma de
exudado nasal, estornudos, ojos vidriosos, estado letargico, chillidos quejumbrosos, diarrea, deshidratacion,
pneumonia aguda, depresion, infecciones secundarias (Escherichia coli y micoplasmas) y hasta muerte

(McFerran and McNulty, 1993).

1.2.2 Caracteristicas generales del virus

El virus de bronquitis infecciosa fue descrito por primera vez en 1931 por Schalk y Hawn en una
localidad de Massachussets, EU y aislado en 1937 por Hudson y
Beaudette (McFerran and McNulty, 1993). Este virus es de
distribucion mundial infectando aves domésticas de cualquier
edad, por lo regular, en meses frios (Butcher ef a/, 2002). IBV no
se transmite a través de vectores sino que sobrevive en aerosol (al
toser o estornudar las aves) durante varios dias a bajas
temperaturas. No ocurre la transmision por huevo (McFerran
and McNulty, 1993). Este virus se caracteriza por tener una

forma pleomorifica, con un diametro entre 8§0-200nm; formado

por proyecciones en forma de bate que miden de 17 a 20nm del

Fig. 2 Virus de bronquitis
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puede sobrevivir entre pH 2 a 9. Es sensible al tratamiento con calor, solventes lipidicos, detergentes no
16nicos, formaldehido y agentes oxidantes. Puede permanecer por meses a -20°C en liquido alantoideo e

mdefinidamente a temperaturas mas bajas (McFerran and McNalty, 1993).

1.2.3 Serotipos mundiales y mexicanos

Desde la primera cepa de IBV caracterizada, Mass41 (Schalk and Hawn, 1931), se han descrito
mas de 30 serotipos con diferente tipo de virulencia y tropismo. Asi, existen serotipos que atacan severa y
exclusivamente al tracto respiratorio (Mass, Conn, Ark, GA98) como otras que son fielmente nefrotrépicos
(Gray, Holte, cepas australianas e italianas) (Parr and Collison, 1993). De acuerdo a Cavanagh, 2005,
serotipos IBV han aumentado en los tltimos aiios, en algunos casos, debido a una separacién evolutiva con
respecto al aislamiento geografico como en el caso de cepas australianas principalmente (Ignjatovic et al,
2006); asimismo, han ocurrido nuevos brotes en Jordania (Gharaibeh, 2006), Polonia (Domanska and
Blicharz et al, 2006), Italia (Bochkov et al, 2006), Rusia (Botchenko et al, 2006), Escocia (Worthington and
Jones, 2006), Colombia (Alvarado et a/, 2005), China (Liu et al, 2006), Japon (Mase et al, 2004), Taiwan
(Wang and Huang, 2000) en donde las nuevas variantes ni siquiera tienen parentesco genomico con los
grupos clasicos. Esta especificidad geografica puede ser debida a la lenta evolucion que existe entre algunas
variantes (Schikora er al, 2003), aunque otras se han distribuido ampliamente en el resto del mundo (Mass,
Ark, Conn, DE) (Jackwood et al, 2005). La evolucion del IBV ocurrida entre diferentes zonas a nivel
mundial, particularmente en donde existen grandes concentraciones de granjas aviares, se le ha atribuido
debido a la gran variabilidad en el genoma, el constante uso indiscriminado de vacunas multiples activas, la
habilidad de replicarse en muchos tejidos, las recombinaciones entre cepas y a la presion inmunologica
aviar (Bochkov er al, 2006; Wang et al, 1993; Cavanagh er al, 1997).

En México, también se ha detectado este tropismo geografico debido a que existen variantes
endémicas distribuidas principalmente en el centro del pais. Las de mayor importancia son Mex/1765/99 o
también conocido como UNAM 97 (Gelb e al, 2001) que es una cepa pneumotrépica y BL56 (Escorcia et
al, 2000) y UNAM 2001 (Escorcia, 1999; Gazarian et al, no publicado) que pueden infectar rifiones de aves
(aunque también producen pneumonia). Es importante recalcar que México no cuenta con sus propios
sistemas de diagnostico y mucho menos, con vacunas especificas para estos serotipos endémicos valiéndose
de vacunas comerciales 1mportadas a base de serotipos de distribucion mundial (Mass y Conn,

principalmente) que no presentan reactividad inmunolégica cruzada (Escorcia, 1999).

1.2.4 Caracteristicas estructurales del virus de bronquitis infecciosa
El genoma de IBV tiene un ARN infeccioso de cadena sencilla positiva de 27.5 kpb (Fig. 3). Este

ARN codifica para cuatro proteinas estructurales: Spike, M, E y N. La glicoproteina Spike , de un peso



molecular de 180 kDa y 1154 aminodcidos, es la responsable de la unién entre IBV y la célula epitehal
hospedera, ademds de ser la promotora de la probable fusion celular o de la endocitosis para la entrada del
virus a la célula. Se ha visto que en varios coronavirus, esta glicoproteina es la determinante del tipo de
hospedero asi como de la patogenicidad (Hayema et al, 2004). Sin embargo, en el caso de IBV, Spike es un
determinante del tropismo celular, pero no necesariamente de la patogenicidad como pudo observarse al
reemplazar el gen de Spike de una cepa no patogénica de IBV (Beaudette) con el de la cepa patogénica
Mass41 (M41) causando que la primera no pudiese unirse a las células Vero in vitro (Casais et al, 2003).
Cuando se inoculo (via intranasal y ocular) el virus recombinante en aves, éste seguia siendo no patogénico,
aunque si estimulaba una respuesta iInmune protectora contra el virus M41 (Hodgson er al, 2004). La
glicoproteina M de IBV tiene 25 kDa y 225 aminoicidos y permite la expansion de la membrana durante el
ensamblaje. La proteina E tiene apenas un peso molecular de 12.2 kDa y 108 aminodcidos y actia como
una envoltura protectora. La proteina N (45 kDa y 409 aminoacidos) proporciona proteccién al ARN
genomico formando una nucleocipside (Cavanagh D, 2005). El orden de los genes de las proteinas
estructurales en el genoma es el mismo en todos los coronavirus (Fig. 3). Ademds de las proteinas
estructurales, el genoma de IBV (como en todos los coronavirus) codifica genes de proteinas no
estructurales. Tal es el caso de los genes para la replicasa que traducen para un complejo proteinico
multifuncional ya que puede realizar la transcripcion del ARN genomico, actuar como el ARN lider y
presenta actividad proteasa y helicasa. Los genes 3 y 5 traducen las proteinas no estructurales 3a (6.6 kDa y
57 aminodcidos) v 3b (7.4 kDa y 64 amimoacidos), 5a (7.5 kDa y 65 aminoacidos) y 5b (9.3 kDa y 82
aminoacidos), respectivamente, y ain se desconoce su funcion en cualquier coronavirus (Cavanagh D,

2005).

32 3b E ba 5b

5UTR 19,890 pb 3UTR
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Fig. 8 Organizacion del genoma de IBV. El gen 1 codifica para la proteina replicasa que ocupa dos terceras parte del
genoma. El genoma esti delimitado por dos regiones no traducidas (UTR) que conforman la region 5’ cap-metilado y
3’ poli (A). La familia Coronaviridae presenta genes monocistronicos que codifican para las proteinas estructurales
Spike, E, M y N, asi como una region intronica (RI) El género Coronavirus principalmente difiere entre sus especies
por sus proteinas no estructurales 3a, 3b y sa, s5b. La organizacion del genoma es 1gual entre todos los coronavirus.



1.2.5 Métodos de diagnéstico y vacunas actuales

Es importante recalcar que para dar un diagnostico a través de los signos clinicos de la bronquitis es
muy dificil puesto que los signos respiratorios de esta enfermedad son similares a la enfermedad de
Newcastle, laringotraquitis infecciosa o infecciones por pneumovirus, asi mismo, el decremento de la
producciéon de huevos y la pobre calidad de los mismos, no es un factor que contribuye al diagnéstico de
IBV (Villegas, 1998). Por lo tanto, es necesario hacer pruebas en el laboratorio que permitan el aislamiento
e 1dentificacion del agente causal. Esto se hace a través de pruebas seroldgicas y genotipicas una vez aislado
el patogeno de exudados nasales, del tracto respiratorio, pulmones, higado, oviducto, intestino, amigdalas o
heces fecales. Para titular el virus se utiliza cultivo de células de trdquea de embriones de pollo libres de
patogenos especificos hasta observar efectos citopaticos (Cavanagh and Naqui, 1997). Para poder
determinar el serotipo de los virus, se utilizan métodos seroldgicos como la neutralizacion viral (Darbyshire
et al, 1978), ELISA y EIA (Mockett and Darbyshire, 1981), inhibiciéon de la hemaglutinina (Alexander et a/,
1983), en los cuales, pueden utilizarse anticuerpos monoclonales (Ignjatovic et al, 1991) o por métodos
moleculares como RFLPs (Cavanagh er al, 1992) y RT-PCR (Kingham et a/, 2000) y RT-PCR en tiempo
real (Jackwood et al, 2003) a través de secuencias parciales de la glicoproteina Spike (subunidad 1).

Con respecto a la vacunacién contra IBV, se ha venido manteniendo desde los anos 50’s de forma
masiva. Estas vacunas son administradas dependiendo del serotipo y del tipo de ave infectada (pollos de
engorda, aves reproductoras o ponedoras). Los pollos de engorda son inmunizados preferentemente con
vacuna viva debido a su corto tiempo de estancia en las granjas avicolas (antes de venderse al consumidor),
mientras que las gallinas ponedoras y reproductoras se les suministra una dosis de vacuna activa en la
primera Inmunizacién y una vacuna inactivada en los refuerzos para tener un espectro de proteccién mayor
ya que contiene adyuvantes e inmunoestimulantes. Las vacunas vivas se inoculan directamente en el ojo por
aspersion o se vierten en los bebederos de las aves, mientras que las vacunas inactivadas se recomiendan
mocularse intramuscularmente en el muslo o en el pecho, asi como subcutineamente en el tercio inferior
del cuello (Intervet y Engormix, 2006).

El uso de vacunas vivas atenuadas, a base del serotipo Massachusetts (M41, H120, Conn) que se
distribuye mundialmente, es muy comun en la industria y granjas aviares. También se han utilizado vacunas
heterélogas vivas (mezcla de serotipos mundiales con algunas variantes europeas o australianas) con
resultados en los que no se ha reducido la mortalidad aviar provocada por el virus (Cook et al, 1976 and
Cook et al, 1999; Cavanagh, 2003). Esto ha indicado que no se induce una respuesta inmunologica de
proteccién cruzada de cepas vacunales con respecto de serotipos endémicos y, asimismo, estas vacunas han
promovido el surgimiento de nuevas variantes virales debido a mutaciones secundarias que revierten la
virulencia (Mase et al, 2004; Cavanagh and Naqui, 2003; Farsang et al, 2002; Sapats et al, 1996). Ademas, se

ha reportado que estas vacunas pueden provocar lesiones en el epitelio de la triquea causando infecciones



bacterianas secundarias (Tarpei et a/, 2006). Las vacunas elaboradas con virus inactivados ofrecen poca
protecciéon (entre un 20 y un 40%) y deben ser suministradas en varias dosis, por lo que, como se dijo
anteriormente, se deben combinar con una vacuna viva para mayor proteccion, pero ain asi, depende del
tipo de serotipo inoculado (Cook et al, 1999), de su tropismo celular (Pensaert M and Lambrechts C,
1994), de su grado de virulencia, e incluso, de la raza del ave (Cavanagh et a/, 2005).

En la actualidad, paises en vias de desarrollo como México, contindan utilizando vacunas
importadas a base de cepas como Mass, Ark o Conn a pesar de que existen virus endémicos como BL56,
UNAM 97 y UNAM 2001 (Escorcia MS, 1999). Las empresas farmacéuticas veterinarias en México
(Avimex® e Intervet México®) no se han dedicado a hacer investigaciéon sobre la prevencion, diagnostico y
tratamiento de aves infectadas con virus endémicos.

Es necesario tomar en cuenta los riesgos que se generan por utilizar vacunas vivas, las desventajas
de utilizar vacunas imactivadas o la relativa proteccion de la combinaciéon de ambas. Es por ello que
actualmente se han estado realizando mvestigaciones en la proteina antigénica Sprke (Cavanagh, 2005). Los
distintos andlisis filogenéticos han demostrado que genes de la subunidad 1 de Spike de variantes viricas
aislados de aves vacunadas en Africa, Asia, Europa, América Central y Suramérica, el Medio Oriente y
Estados Unidos comparten por lo menos del 75 al 99% de aminodcidos (Cavanagh et al, 1992 y 1988). Esta
variacion es la involucrada en la poca protecciéon cruzada pues tan solo basta entre un 3 y un 5% de
variacion en los aminodcidos de S1 (estd formado por 520 aminoicidos aproximadamente) para que las

aves no puedan tener proteccion inmunologica (Cavanagh D, 20005).



1.3 Virus del sindrome respiratorio agudo severo

L.3.1 Descubrimiento del virus

El sindrome respiratorio agudo severo (SARS, por sus siglas en inglés) aparecid por vez primera a
mediados de noviembre de 2002 en Guandong, China, y para finales de febrero de 2003, la pandemia
ocurrié. Kl virus ripidamente se dispersé a 29 paises demostrando su potencial para transmitirse
rapidamente entre humanos puesto que lo hace a través de aerosol y fluidos corporales (WHO, 2007).
Para Abril, 2003, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) anuncié que se trataba de un nuevo virus. El
virus fue identificado como un coronavirus que, filogenéticamente, lo posicionaba entre el grupo 2

(coronavirus de ratén y bovino) y 3 (coronavirus aviar) de la familia Coronaviridae (Drosten et al, 2003).

China 5,327

\\‘\_\

Total cases 8,439
Totai deaths 812

Number still sick 200 |
|| Figures as at 3 July

Fig. 4 Mis de 8 mil casos presentados alrededor del mundo debido a mfecciones por el sindrome
respiratorio agudo severo. Tomado de WHO, 2007.




Fl 18 de mayo de 2004 se present6 el ultimo caso de esta enfermedad en China. Hasta esta fecha,
el coronavirus cobr6 812 muertes y 8439 casos (Fig. 4) en todo el mundo (WHO, 2007). China fue el pais
mas afectado con mas de 5000 casos de infeccién y mas de 300 muertes (mortalidad del 6.6%) seguido de
Hong Kong con 1700 personas infectadas y 300 fallecimientos (mortalidad del 17%).

El costo econémico fue extremadamente caro. Entre una busqueda de una posible vacuna,
utilizacién masiva de hospitales, viajes cancelados al Sureste de Asia y, sobre todo, el decremento de las

inversiones en esta region del mundo tuvo un costo aproximado de $100 millones de doélares de acuerdo a

Bio Economic Research Associates en Cambridge, Massachussets (BIO-ERA, 2007).

1.3.2 Sindrome respiratorio agudo severo

El SARS es una enfermedad crénica respiratoria (pneumonia atipica) que se caracteriza
principalmente por un dano alveolar difuso (Ding er a/, 2003). Los principales sintomas del paciente son
parecidos a la influenza (Booth et al, 2003): fiebre (38 °C), disnea, linfopenia, tos seca, infeccién en la parte
baja del tracto respiratorio, ademas, sintomas gastrointestinales y diarrea (Nie et al, 2003; Tsui et al, 2003;
Lee et al, 2003). Existe un periodo de incubacion del virus de 2-10 dias y puede diferir sintomaticamente
dependiendo de la edad. En general, la mortalidad es del 10% (WHO, 2007), pero en pacientes ancianos
aumenta al 50% (considérese que la tasa de mortalidad por el virus de influenza es del 0.6% en ancianos
aunque aumenta hasta el 33% cuando emergen nuevas variantes).

Para el diagnostico clinico se ha valido de estudios radiograficos del pecho del paciente mostrando
filtrados pulmonares periféricos pudiéndose observar con mayor resolucion con estudios de escaneo
pulmonar mediante tomografia computarizada (Wong et al, 2003; Li et al, 2003). Otras pruebas de
diagnostico mds precisas han sido aprobadas por la OMS (WHO, 2007). La ELISA es una prueba que
detecta anticuerpos de SARS-CoV 21 dias después de presenciar los sintomas. El ensayo de
mmunofluorescencia permite detectar anticuerpos 10 dias después de presentar el sindrome, sin embargo,
es una prueba muy laboriosa. La tltima prueba es la reaccion de cadena polimerasa (PCR) que detecta el
material genético del virus en muestras de sangre, esputo, tejido y fecales. La PCR, como prueba de
diagnostico del virus SARS, es muy especifica, pero no sensitiva (un resultado positivo es un indicador
mfalible de que el paciente porta el virus, pero un resultado negativo no significa que el paciente no pueda

tener SARS).
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1.3.3 Taxonomia y morfologia de SARS-CoV
El SARS es causado por el agente etiolégico SARS-CoV, un coronavirus del subgrupo 2b (Grupo

2) (Véase Tabla 1) de la familia Coronaviridae (Orden Nidovirales). Existen aproximadamente 200
variantes de este coronavirus (ICTV, 2004). El virus se caracteriza por presentar, como material genético,
un ARN de cadena simple positiva y, ademads, proteinas estructurales de envoltura (virus envuelto) y una

nucleocdpside. Su forma es pleomorfica y presenta una especie de corona en su superficie (Fig. 5).

Nucleocapsid protein (N)

b)

Membrane

- ' " glycoprotein (M)
‘.

Envelope

Fig. b Morfologia del virus SARS. a) micrografia electronica del virus en donde se aprecia la proteina Spike,
caracteristica de la familia Coronaviridae. b) representacion esquemitica de las proteinas estructurales; la proteina
Spike se encuentra inmersa en una bicapa lipidica derivada de la membrana mtracelular. Las proteinas de membrana
v envoltura estin en contacto con la nucleocdpside, la cual se asocial al material genético. Tomado de Stadler, 2005.

1L.3.4 Caracteristicas estructurales del coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo

El tamano del genoma del coronavirus SARS (SARS-CoV) es de 29.7 kpb. Presenta un ARN
poliadenilado con un 41% de nucledtidos de guanina y citosina (Rota er al, 2003). El genoma es tipico de
un coronavirus como se muestra en la Fig. 6. Marra y cols., 2003 secuenciaron el genoma de SARS-CoV
identificando genes que codifican para proteinas estructurales: Spike (S), proteina de envoltura (E), de
membrana (M) y una nucleocdpside (N) y como proteinas no estructurales: Replicasa y nueve marcos de
lectura abierto (ORFs) (el grupo de Rota solo identifico 5 ORFs). Dentro de los genes de replicasa, existen
dos marcos de lectura abiertos que se traslapan: ORFla y ORF1b y que conforman las dos terceras partes
del genoma (nucleétidos 265-21485). También se codifican proteasas como Plpro (papain-like cysteine
protease) vy 3CLpro (3C-like cysteme protease) que dividen a la poliproteina replicasa en polipétidos
individuales que son requeridos en la replicacion y transcripeion. Adn no se han identificado las funciones
biologicas de todos los ORF, ademds de que la mayoria se han obtenido por andlisis de prediccion por

algoritmos computacionales (Tabla 2).
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Fig. 6 Estructura del genoma del virus SARS. Se representan las proteinas estructurales y no estructurales (Nsp)
representadas por cuadros. Los colores indican el nivel de identidad de los aminodcidos del virus SARS con respecto
al de otros coronavirus. Las proteinas accesorias se encuentran en blanco, mientras que las secuencias regulatorias de
transcripcion se representan en circulos que son especificas para SARS-CoV (5 ACGAACS'). Asimismo, se muestra la

secuencia lider (L) y la cola 3’poli(A).

Tabla 2 Proteinas y predicciones estructurales de SARS-CoV

ORF Proteinas Longitud (aa) Funcién
ORFla Nspl 180 -
Nsp2 638 -
Nsp3 (PLpro) 1922 Proteasa de cisteina similar a la papaina. Divide a Nspl-
Nsp4. Presenta dos dominios transmembranales
Nsp4 500 Contiene tres dominios transmembranales
Nsp) (3CLpro) 306 Proteasa de cisteina similar a 3C. Escinde a Nsp4-Nsp16
Nspb 290 Contiene cinco dominios transmembranales
Nsp7 83 -
Nsp8 198 -
Nsp9 113 -
Nspl0 139 Dominio similar al factor de crecimiento
Nspll 13 -
ORF1b Nspl12 (RdRp) 932 Polimerasa dependiente de ARN
Nspl3 (helicasa) 601 Actividad helicasa. Dominio de unién a zinc; N'TPasa
Nspl4 527 Exonucleasa (homologia con ExoN)
Nsplb 346 endoARNasa (homologia con XendoU)
Nspl6 298 Metiltransferasa en ARNm
ORF2 Spike (S) 1255 Union y fusion celular. Un dominio transmembranal.
Aproximadamente contiene 12 sitios deN-glicosilacion
ORF3a NA 274 Dos dominios transmembranales; un siio de N
glicosilacion y 10 sitios O-glicosilacion. Probablemente
tiene unién a ATP
ORF3b NA 154 -
ORF4 Envoltura (E) 76 Envoltura protectora viral y probablemente actia en la
replicacion del virus
ORF5 Membrana (M) 221 Formacién y expansion de la envoltura viral; se cree que
interacciona con N
ORF6 NA 63 Un dominio transmembranal
ORF7a NA 122 Un dominio transmembranal
Continuacion...
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Continuacion...

ORF7b NA 44 Un dominio transmembranal.

ORF8a NA 39 Asociada a membrana. Parece ser una importante
diferencia genémica entre el coronavirus SARS del
humano y el de la civeta (Guang et al, 2003)

ORF8b NA 84 Un sitio N-glicosilacion. Parece ser una importante
diferencia genomica entre el coronavirus SARS del
humano y el de la civeta (Guang et al, 2003)

ORF9a Nucleocapside (N) 422 Union al ARN genémico
ORF9b NA 98 Un sitio O-glicosilacién
“se desconoce la actividad
™ no aplica

Modificado de Marra y cols; Stadler y cols, 2003

1.3.5 Andlisis filogenético: el origen del virus SARS

Kl proteoma de SARS-CoV tiene un parecido del 20-40% entre los tres grupos de coronavirus.
Andlisis filogenéticos (Fig. 7) indican que las proteinas estructurales y la replicasa agrupan al SARS-CoV en
otro grupo monofilético (Rota er al, 2003; Marra et al, 2003 y Gorbalenya et al, 2004):

A B
Replicase 1A Membrane Glycoprotein

CeCoV
? TGEVY, GROUP1

GROUP 3 ‘ IBV :‘ GROWP 2

SARS

—"  GROUP 2

. HCoV-229E| SARS

& GROWPE _
oy - . BVY vsvé. )
01 > — e 11
c D
Nucleocapsid S (Spike) Glycoprotein

PV

GROUR 2

BV 2 GROUP 3
s
MV aARS
BCov
"~ PTGV

HCoV-OC43 GROUP 1

- PEOY

“._FCoV

HCov-228E | GROUR1

e HOoV-223C
0.1
- Py — Y

Fig. 7 Arboles filogenéticos de la replicasa y proteina estructurales M, N y Spike donde se muestra la divergencia
genética de coronavirus SARS (Imagen tomada de Marra et al, 2005).
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Sin embargo, existe una conservacion genética entre la polimerasa de los coronavirus (hasta un
60%). El grupo de Marra no detect6 principios de recombinacion genética a través del programa SimPlot,
pero este mismo grupo, Rota ef al, 2003; Stavrinides J and Guttman D, 2004 y recientemente; 1i W ef al,
2005 han reportado evidencia sobre recombinaciones en SARS-CoV. La presencia del motivo s2m en 3’
terminal de Spike soporta la idea de que hay un posible origen aviar del SARS-CoV pues esta secuencia
esta bien conservada entre coronavirus de aves (Jonassen et al, 1998) y se cree que SARS-CoV obtuvo este
motivo en algin evento de transferencia horizontal (Marra ef al, 2003).

Por otra parte, Stavrinides J and Guttman D, 2004, mediante técnicas bioinformaticas de
descomposicién por fractura, Bayesian y neighbor-joining aplicadas en las secuencias de las diferentes
proteinas estructurales y la replicasa, demostraron que posiblemente SARS-CoV es una composiciéon de
mosaico evolutivo entre un coronavirus de mamifero y uno aviar. Segin este analisis, la replicasa tiene un
origen virico de mamifero mientras que M y E provienen de un coronavirus aviar. Lo interesante radica en
que la proteina S de coronavirus SARS, que es una proteina que induce anticuerpos neutralizantes
[principal determinante antigénico (Buchholz et al, 2004)] es una recombinacién de ambos: uno aviar y uno
felino. Spike de virus SARS tiene una alta identidad genética con el corononavirus felino de la peritonitis
infecciosa en los primeros 1800 pares de bases, pero que en los siguientes 200 nucleétidos, la secuencia es
similar a la del coronavirus aviar. Cabe senalar que en los primeros 600 aminoacidos se encuentra un
dominio de unién al receptor (318-510) en donde las mutaciones jugaron un papel importante en el
cambio de hospedero, es decir, que este sitio pudo haber mutado al grado de poder unirse al receptor
celular humano.

Recientemente se ha reportado experimentalmente (i W er al, 2005) que la etologia del
coronavirus SARS reside en la diversidad genética virus zoonoticos en murcié€lagos. Estos coronavirus (SL-
CoV Rp3) presentan una identidad del 92%. La diferencia genética se encuentra en el gen S 5’ (equivalente
a la region S1 de otros coronavirus) y a la region inmediata del gen N. Estas regiones se han identificado
como secuencias de mutacion alta entre los diferentes coronavirus (Guan et al, 2003)

El estudio de S1 de Spike permitird identificar regiones altamente variables, dentro de las cuales, pueden
identificarse regiones antigénicas e inmunogénicas para la creacion de una posible vacuna. El estudio de
esta proteina es entonces, de relevancia para combatir este coronavirus humano emergente que por el

momento, puede estar latente en cualquier parte del mundo.
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1.3.6 Tratamiento y vacunas

Hasta ahora el tratamiento se ha hecho a base de drogas que disminuyen la fiebre (antipiréticos)
aunado a una ventilacion mecanica. No existe evidencia de antivirales, esteroides u otras terapias que
ayuden a los pacientes, incluso algunos de ellos pueden causar efectos colaterales adversos (Stockman,
Bellamy and Garner, 2006). La combinacion de medicamentos (Kaletra, Ribavirin y corticoesteroides) ha
tenido efectos aparentemente positivos. Muchos blancos proteinicos han sido detectados para la posible

elaboracion de antivirales tales como, la proteasa principal, la helicasa, la ARN polimerasa y Spike (Thiel,

2007)
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1.4 La subunidad 1 de Spike: principal inductora de anticuerpos en IBV y SARS-
CoV

1. 4.1 Caracteristicas generales de la glicoproteina Spike en coronavirus

La proteina homotrimérica Spike esta glicosilada post-traduccionalmente; es del tipo I membranal
y se caracteriza por formar la “corona” de los coronavirus (Jordi et al, 1989). Posee una ancla membranal
conservada y un inusual dominio rico en cisteinas que se encuentra intracitoplismicamente en el virus
(Lewicki and Gallagher, 2002). Esta proteina es la que permite entrar al sistema celular a través de un
receptor especifico celular, como APN (aminopeptidase N) para el grupo I de los coronavirus (Yeager et al,
1992); CEACAMI (carcinoembryonic antigen-cell molecule) (Nedellec et al 1994), ACE2 (angiotensim-
converting enzyme) (para SARS-CoV, Li et al, 2003) y neuraminidasa 5 para el grupo II y no se ha
determinado un receptor celular para el grupo III. Al mismo tiempo, Spike permite la fusion virus-célula y
célula-célula y define el tropismo celular. En algunos coronavirus (principalmente del grupo 11 y III) Spike
se escinde en dos polipéptidos: subunidad 2 (S2) y subunidad 1 (S1) (Binns ef a/, 1985). El amino terminal
S1 se cree que tiene una forma globular en la proteina madura; éste contiene el dominio de unién al
receptor (RBD, de receptor-binding domain) en algunos coronavirus (Fig. 8) que por lo regular abarca los
primeros 330 aminodcidos (Kubo er al, 1994). Este dominio no ha sido determinado en IBV, pero si en
SARS-CoV abarcando de los residuos 318 al 510 en la parte carboxilo terminal de S1 (Li er a/, 2005). En
IBV, asi como en MHV, si se puede observar una region altamente variable (HVR) entre diversas variantes
del virus. S2 (C-terminal), como se puede apreciar en la figura, resulta mas conservada que Sl entre
diferentes especies de coronavirus. Esta presenta actividad de fusion membranal; aproximadamente cuenta
con 600 aa y a través de modelos se ha reportado que presenta tres estados conformacionales (estado de
pre-fusion, estado intermedio pre-asa y estado post-fusion). Durante la fusion membranal, las regiones de
siete repeticiones (HR, de Heptad Regions) forman una estructura quimérica de asa colocando al péptido

de fusion muy cerca de la region C-ter del ectodominio para poder entrar a la célula hospedera (Jordi B er

al, 1989).
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cleavage
S1 e S2 ™

RBD HVR | HB B2
TN 77/ MHV

signal (genus 1)
sequence

[ 11T Tl = SARS
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Fig. 8 Comparacion de la glicoproteina Spike de diferentes coronavirus. Se muestran las regiones que coforman a S1:
péptido senal, dominio de union al receptor (RBD) y regiones hipervariables (HVR). En S2, mis conservado, se
muestran regiones de siete repeticiones (HR 1y 2), y un dominio transmembranal rico en cisteinas (TM). Imagen
tomada de Weiss and Navas, 2000.

La proteina Spike de IBV presenta 1154 aminodcidos (Weiss and Navas-Martin, 2005), mientras
que la de SARS-CoV tiene 1255 (Rota ef al, 2003). Ambas proteinas inducen anticuerpos neutralizantes en
sus respectivos hospederos, ademas de permitir la uniéon y fusién membranal (Cavanagh et al, 1986, 1984;
Tripet et al, 2004). La adaptacion del virus SARS en humanos vy, por lo tanto la especificidad viral hacia su
hospedero, involucra solamente el cambio de seis aminodcidos en el Sprke del virus SARS del mamifero
cveta (Paguma larvata), lo cual ha sido objeto de estudio no solo como evidencia genética de un origen
zoondtico, sino para la bisqueda de epitopos inmundominantes (Holmes KV, 2003). En IBV, solo bastan
49 aminoacidos mutados (de los cuales, 26 se encuentran en Spike) para que el virus se adapte a células de
primate, segiin experimentos de Li er al, 2005.

La proteina Spike de IBV presenta afinidad hacia el dcido sidlico de la superficie de células
epiteliales respiratorias, entéricas y urogenitales de aves de corral (Winter er al, 2006). Asimismo, la
proteina Sprke del virus SARS utiliza el receptor celular ACE2 (Li et al, 2003) de células epiteliales
respiratorias de mamifero. El tnico modelo tridimensional de Spike (S1) de coronavirus es el del virus
SARS elaborado a través de la similitud con la secuencia de aminodcidos de la neurotoxina B cristalizada

de Clostridium botulinum (Spiga et al, 2003).

1.4.2 La importancia de la subunidad 1 de IBV y SARS-CoV

Para el virus de bronquitis aviar, Sprke ha sido importante porque es un gran inductor de
anticuerpos neutralizantes (Cavanagh et a/, 1986, 1984). En la parte N-terminal de S2 se ha encontrado una
region inmunodominante (aa 541-574 aprox. del serotipo Mass) que fue reconocida por anticuerpos

policlonales y por dos anticuerpos monoclonales. Es de importancia mencionar que es una region
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antigénica que no estd sujeta a variaciones como S1, sin embargo, la neutralizacion es mas baja comparado
con epitopos de este dltimo (Lenstra et al, 1989). Es por ello que las investigaciones actuales se basan en
esta subunidad de 520 aminoacidos para la bisqueda de epitopos inmunodominantes que puedan inducir
una respuesta inmunologica.

La subunidad 1 (N-terminal) de IBV es un polipéptido que se ensambla mediante interacciones no
covalentes con S2. Esta subunidad, ademas de proporcionar una estructura globular a la proteina Spike, es
la principal inductora de anticuerpos neutralizantes y con actividad de hemaglutinacion (Cavanagh D,
1983). Por otra parte, se ha reportado que S1 presenta mas sustituciones de aminoacidos que S2 (Niester er
al, 1986). La tasa de variabilidad genética de S1 que varia entre el 4 y 6% (Niester er al, 1986),
principalmente entre la primera y tercera parte de la subunidad (regiones hipervariables, HVR), ha
provocado la emergencia de nuevas cepas y serotipos (Cavanagh er al, 1984; Mockett et al, 1984). Es en
estas partes donde existen epitopos inmunodominantes detectados por anticuerpos neutralizantes (Kant ef
al, 1992; Cavanagh, 2003). Tales regiones altamente variables se localizan aproximadamente entre los
aminoacidos 38-51 (HVR-1), 99-115 (HVR-2), identificadas por Niester et al, 1986 y entre los aminoacidos
274-387 por Koch et al, 1990 en el serotipo Mass. En estas zonas se han identificado tres regiones
antigénicas (no a nivel de aminoicidos) determinadas por anticuerpos monoclonales o policlonales de
sueros de aves (Fig. 9). Los antigenos 1 (residuos 24-61) y II (residuos 132-149) se encuentran en la
primera parte de S1 y el antigeno III (291-398) se localiza fuera de HVR (Koch et al, 1990; Kant et al,
1992; y Moore et al, 1997).

S1 (520aa) S2 (616 aa)
Antigeno |l
HVR1 HVR2
HRs Cys
N

L | N | | | | | |

I | I I \ I I I I I

0 Antigeno 1 Antigeno IIl 500 1000 1160

Antigeno S2

Fig. 9 Sitios antigénicos de la proteina Spike de IBV detectados por anticuerpos monoclonales v policlonales. Se
observan las regiones hipervariables (HVR) 1 y 2 que incluyen al Antigeno I (aminoicidos 24-01) y al Antigeno IT
(aminodcidos 132-149), respectivamente. En la tercera parte de S1 se localiza el Antigeno Il (aminodcidos 291-398).
En S2 se ha encontrado una region antigénica que abarca los aminodcidos 541-574 y es mis conservada. HRs, motivos
estructurales repetidos de siete aminodcidos; (Cys) region rica en cisteinas.
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La subunidad 1 (removida por urea, expresada en baculovirus, poxvirus o adenovirus) ha sido
utilizada en pruebas de inmunoensayo y de proteccién de aves (Cavanagh et al, 1986; Song et al, 1998;
Wang et al, 2002; Johnson et al, 2003. Si bien, la respuesta inmune protectora es relativamente variada
(desde un 096 hasta un 90% de proteccion, segin la secuencia de aminoacidos de la cepa utilizada, la raza
de las aves inoculadas, el niimero de inmunizaciones y los érganos protegidos) ha sido menos problematico
que la utilizacion de vacunas vivas que ofrecen poca proteccion cruzada y provocan la re-emergencia de
nuevas variantes (Cavanagh, 2003).

La subunidad 1 y 2 de la proteina Spike de SARS-CoV han sido determinadas a través de
alineamientos de secuencias de las subunidades de otros coronavirus puesto que no se ha visto que se
escindan proteoliticamente (Fig. 10). La subunidad 1 presenta 666 aminoacidos, mientras que S2 tiene 583

residuos aproximadamente (Spiga et al, 2003; Gallagher and Buchmeier, 2001).

A S1 .
NTD ABI
12 318 510 667 1190

T T
424 494 770 788 915949 1150 1184
RBM FP HR-N HR-C T™M

Fig. 10 Dominios y motivos importantes de la proteina Spike del virus SARS. La subunidad 1 contiene un dominio
amino terminal y un sitio de union al receptor (RBD), el cual a la vez, presenta un motvo de union al receptor
(RBM). La subunidad 2 contiene un péptido de fusion (FP), dos motivos conformacionales amino y carboxilo
terminal de siete residuos repetidos cada uno (HR-N y HR-C), un sitio trasnmembranal (TM) y una region intracelular

(IC) Imagen tomada de Li et al, 2005.

En la region S1, entre el residuo 318 y 510, se ha identificado el dominio de union al receptor
(RBD), el cual tiene afinidad por el receptor celular ACE2 (Fig. 11). Este dominio presenta aminodcidos

criticos para la determinacion del tropismo celular y para la selecciéon del hospedero (Li er al, 2005).
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Estructuralmente RBD se compone de dos subdominios: un core, compuesto por cinco hojas
plegadas B (B1-p4YyB7) y con tres o-hélices cortas interconectadas (aA-aC) y un bucle extendido
representado por dos hojas B (5 y 6). En el primero se encuentran conexiones de puentes disulfuro que
conectan las cisteinas 323 a 348, 366 a 419 y 467 a 474. La concavidad del bucle permite la uniéon de sus
hélices con el receptor celular. Li y cols (2005) encontraron que los residuos 424-494 realizan todos los

contactos con ACE-2, por lo que denominaron a esta regién motivo de uniéon al receptor (RBM) (Fig. 11)

ACE2

Bucle

Fig. 11 Cristal de RBD en union con ACEZ. El core de RBD tiene cinco hojas plegadas f en flechas (I-4 y 7) y tres a-
hélices (A-C). El bucle de RBD contiene al RBM representado por dos hojas (5 y 6) en complejo con una de las
concavidades del receptor humano ACE-2). Imagen tomada de Li, et al, 200..




La funcién del RBD no tan solo se limita a la unién con ACEZ2, sino que se ha visto que es un sitio
muy inmunogénico puesto que ha sido el principal blanco de anticuerpos neutralizantes (Fig 12). Este
dominio de 193 residuos presenta epitopos dependientes de conformacion (He et al, 2005) y del cual se ha
sugerido que puede servir como un candidato para el desarrollo de vacunas seguras y efectivas. Al mismo
tiempo, se ha cristalizado la interaccion de este dominio con un anticuerpo monoclonal (m396), el cual

compite con ACE2 por unirse a los residuos criticos (hotspots) 11ed89 y Tyrd91 (Prabakaran et al, 20006).

Fab m396

Sitio
neutralizante

RBD de
SARS

Fig. 12 Estructura tridimensional del complejo RBD-Fab m390. El sitio neutralizante de SARS-CoV comprende los
residuos Hle489 y Tyr491, los cuales se unen covalentemente al anticuerpo monoclonal Imagen tomada de Prabakaran

et al, 2000.
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1.5 Phage display: determinacién de epitopos inmunodominantes

Phage display es una metodologia combinatoria que permite la presentacion de bibliotecas de
péptidos y proteinas al azar en la superficie de fagos filamentosos (virus de ADN de una sola cadena de
6400 nucledtidos que infectan bacterias Gram negativas), las cuales se utilizan para estudios basicos de
reconocimiento molecular, interaccién entre epitopo-anticuerpo y como fuente de colecciones de antigenos
para métodos de diagnostico y busqueda de inmunégenos. La técnica fue desarrollada en 1985 por George
Smith, quien demostro que la introduccién de secuencias de péptido exdgenas al genoma de fagos
generaria bibliotecas de péptido desplegadas en las proteinas de la capside (pIII) con una diversidad de
hasta 10"variantes simultineamente (Smith, 1985).

En general, para la seleccion de afinidad del ligando de las bibliotecas combinatorias (biopannirg)

se requieren de cuatro pasos fundamentales (Fig. 17) (Smith and Scott, 1993):

1. Preparaciéon de la biblioteca primaria o la amplificacion de una ya existente y la exposicion de los
fagos a la molécula blanco inmovil (proteina aislada, proteina celular o endotelio vascular).

2. Remocion de fagos inespecificos al blanco.

3. Obtencién del fago con afinidad al blanco mediante elucion y amplificacion del fago eluido en
Escherichia coll.

4. Repeticion del proceso hasta dos o cuatro rondas con el eluido de fagos especificos.
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Fig. 13 Representacion de un ciclo de la bioselecccion o tamizado (biopanning) para identificar aquellos fagos con la
proteina de fusion (en la pIIl) que se une al ligando. En la parte central se muestran las proteinas estructurales de un
fago filamentoso (pIIl, pVI, pVII, pVIII and pXIX). Los péptidos exogenos son expresados usualmente en la pIll de
& a b copias hasta de 12 aminodcidos, aunque las bibliotecas con la pVIII pueden llegar a desplegar 2700 copias, cada
una con seis residuos (Greenwood et al, 1991). Imdgenes tomadas de Arap, 2005 y Mullen et al, 2000.

La técnica de desplegamiento de péptidos en fagos ha tenido diferentes aplicaciones en campos
como la inmunologia, la biologia celular, la farmacologia y el descubrimiento de nuevos medicamentos
(Smith and Petrenko, 1997; Adda et al, 2002; Gazarian, 2005). Una de las aplicaciones mas importantes es
el mapeo de epitopos mmunodominantes (Scott and Smith, 1990). La construccién de bibliotecas de
epitopos puede llegar a contener toda la variedad de determinantes potenciales del repertorio antigénico
que puede reconocer el sistema inmunologico humano (que es 10-107, mientras que las bibliotecas
expresan hasta 10" variantes de epitopos potenciales). Estos péptidos seleccionados en el tamizado en
realidad estin emulando las propiedades estructurales del epitopo nativo en interacciéon con su paratopo e
mduciendo una respuesta iInmunolégica, razén por la cual, se les ha denominado mimétopos (Geysen et al,
1986). Asimismo pueden obtenerse fragmentos de anticuerpos semisintéticos (Fab o Fv) de las bibliotecas
del repertorio de inmunoglobulinas (Barbas er a/, 1992; de Kruif er al, 1995) para después probar sus

afinidades y multiplicar aquellas variantes que resulten especificas al blanco.
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Ya sea en forma de péptidos o anticuerpos, las bibliotecas combinatorias tienen aplicacion tanto
para diagnosis como para inmunizacion debido a que ofrece ventajas sustanciales sobre de los péptidos
sintetizados quimicamente y anticuerpos producidos en hibridomas por la rapidez de su sintesis en fago
(100 fagos en 40 minutos), no requiere de acarreadores, por su inmunogenicidad sin adyuvantes (ya que el
fago juega este papel, Galfre ef al, 1996) y, mas importante, por variabilidad estructural de los mimotopos
que se obtendra para cada epitopo.

En los ultimos anos, phage display se ha convertido en una herramienta eficiente para identifcar y
mapear epitopos de antigenos claves de enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoides (Dybwad
et al, 1995); enfermedades parasitarias como la taeniosis (Gazarian et al, 2001); enfermedades bacterianas
como la neumonia (Buchwald et a/, 2005), la melioidosis (Chan and Nathan, 2005), la bronquitis y sinusitis
(Bishop-Hurley et al, 2005) y, por ultimo, enfermedades viricas como el sida (Weiner et a,1995; Yang er
al,1995), la hepatitis B (Folgon er al, 1994) y el dengue (Yao er al, 1995). En especial esta tltima aplicacion
de la técnica ya que hasta el momento no se ha podido desarrollar una tecnologia eficiente para el
desarrollo de vacunas contra la mayoria de las enfermedades ocasionadas por virus de ARN debido a que
no presenta una ADN polimerasa que permita reparar el ADN intermediario danado (proof-reading
permitiendo que haya una alta tasa de mutacion. Kl hecho de utihizar phage display en estos blancos virales,
podria permitir predecir las posibles secuencias de aminoacidos de las proteinas antigénicas (como son las
proteinas de envoltura de IBV y SARS-CoV) que daran lugar a variantes virales futuras y la seleccién
artificial de aquellos mimo6topos que pueden inducir una respuesta inmunologica en el hospedero. Fl
proceso evolutivo artificial mn vitro toma lugar en masa con millones y miles de millones de moléculas
simultineamente (entre ellas las variantes posibles de los epitopos virales). Solo al final, después de varias
rondas de seleccion, quedaridn las subpoblaciones de clonas de fago especificas al anticuerpo generado

(Smith, 2001).
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JUSTIFICACION

La industria aviar se ha visto afectada por las constantes pérdidas econémicas debido a la baja o nula
producciéon y calidad de huevos y por la muerte de aves jovenes ocasionados por la infeccion del
coronavirus de bronquitis infecciosa. Las vacunas a base de virus vivo atenuado usadas en la actualidad no
mducen una proteccion cruzada entre variantes endémicas. Ademads, se ha reportado que las cepas
vacunales, como Mass y Conn, pueden provocar la emergencia de nuevos virus debido a mutaciones
secundarias que ocasionan una reversiéon a virulencia. El estudio de epitopos inmunodominantes de
proteinas superficiales como Spike de IBV permitiran el desarrollo de nuevas estrategias para la induccion
de una respuesta inmune eficiente en los hospederos aviares. Es por ello que se ha elegido la metodologia
de phage display (la cual no ha sido aplicada en este modelo viral) y andlisis comparativos de hidrofilicidad,
antigenicidad y de estructura secundaria de la ya caracterizada proteina Spike de SARS-CoV para la
1dentificacion y caracterizacion de epitopos a nivel estructural e inmunologico de su proteina homologa en

IBV.

HIPOTESIS

Mediante la seleccion de mimoétopos inmunogénicos de bibliotecas combinatorias de fagos y
andlisis comparativos de hidrofilicidad y estructura secundaria de proteinas, permitiran la identificacion y

caracterizacion de los epitopos inmunodominantes de la proteina Spike del virus de bronquitis infecciosa.
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OBJETTVO GENERAL

Identificar y caracterizar epitopos inmunodominantes de la proteina Spike de IBV a través de la

selecciéon de péptidos miméticos iInmunogénicos de fagos y comparar las regiones antigénicas respectivas de

la secuencia de aminoacidos de Spike del virus del sindrome respiratorio agudo severo.

3.

OBJEITVOS PARTICULARES

Inocular virus y péptidos sintéticos acoplados a animales hospederos y no hospederos para inducir
anticuerpos.

Utilizar los anticuerpos generados para la seleccion de péptidos miméticos de una biblioteca
combinatoria de 12 residuos.

Determinar la secuencia de aminoacidos de los mimétopos seleccionados.

Utihizar los mimétopos como mmundégenos en ratones y aves y evaluar la reactividad de los
anticuerpos generados (anti-mimaotopos) con respecto a los virus y péptidos.

Identificar el sito inmundominante de Spike de IBV mimetizado por los mimoétopos a través de
analisis comparativos entre secuencias de aminoacidos de variantes de IBV.

Comparar las secuencias de aminoacidos de los epitopos inmunodominantes caracterizados en
IBV por phage display con los sitios respectivos inmunodominantes de Spike de SARS-CoV

mediante perfiles hidrofilicos y antigénicos, asi como andlisis de estructura secundaria.
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MATERIALES Y METODOS

VI. 1 Animales de experimentacion

Se trabaj6 con conejos hembras (Nueva Zelanda) de 2.5 kg y ocho semanas de nacidos
(BIOTINOX S.A. de C.V., México) para la obtencion de anticuerpos antivirales. Se utilizaron ratones
hembras de la cepa C57BL/6] obtenidos por derivacion cesarea, de tres a cuatro semanas de edad (Instituto
de Investigaciones Biomédicas, UNAM) para la inoculacion de mimétopos de fagos seleccionados por IgG
anti-péptido. Se usaron pollos libres de patogenos de la cepa White Leghorn de cuatro semanas de edad
(ALPES Co., Tehuacan, Puebla, México) para la obtencion de anticuerpos antivirales y para ensayos de
proteccién con mimoétopos seleccionados por inmunoglobulinas antivirales de conejos y aves. Todos los
animales fueron mantenidos en condiciones de bioterio con ciclos de luz-obscuridad de 12 hrs, con

alimento y agua a libertad.

V1.2 Antigenos utilizados para inoculacién y pruebas de ELISA

VIL2.1 Virus

Las cepas viricas de bronquitis infecciosa fueron asladas, identificadas y caracterizadas por el
equipo de trabajo del Dr. Rogelio Alonso en el Departamento de Aves y en el Laboratorio de Genética
Molecular y Bioestadistica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnica (FMVZ), UNAM (véase
Tabla A2 en ANEXO II). Las cepas utilizadas pertenecieron al serotipo Massachusetts (Mass, num. de
acceso en Genbank: EU5H26409), Conn y Ark y los serotipos locales fueron UNAM 2001 (nuim. de acceso
en Genbank: EU526405), UNAM 97 y BL. 56, todos amplificados en la cavidad alantoidea de embriones
libres de patogenos especificos de 9 a 11 dias de edad incubados a 37°C. En el embrion se presentaron las
lesiones caracteristicas de la bronquitis infecciosa después de cuatro o cinco pases. El liquido alantoideo fue
obtenido de forma aséptica, centrifugado a 35, 000 rpm durante una hora. El botén fue suspendido en
bufer salino de fosfato (PBS) y conservado a 85 °C bajo cero hasta su utilizacion. Las cepas de IBV
fueron utilizadas para inducir una respuesta de anticuerpos en aves y en conejos, asi como en pruebas de

ELISA como antigenos.
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VI.2.2 Péptidos sintéticos

Los péptidos de S1 de Spike de IBV, xi-NFINLVVFVITHCFV-isce (P103) v v 1, MKSNGT
GPSDLLYNLTV- e (P138) (Véase ANEXO 1), fueron elegidos por sus residuos conservados que
flanquean a HVR-2 de variantes de IBV de California (por tener homologia con la cepa mexicana UNAM
2001). Los péptidos fueron sintetizados por la empresa Gene Script ® (USA). Se hicieron alicuotas de 5 pl
cada uno disueltos en agua mih-Q (Véase Tabla A1 en ANEXO I). Los péptidos fueron acoplados a un
acarreador (albumina bovina sérica) mediante el método de un solo paso de acuerdo al Manual del
Laboratorio de Harlow E y Lane D, 1988. Se utlizo el agente homobifuncional gluteraldehido (0.29% en
PBS) mezcliandolo 1:1 con el péptido-acarreador en agitacion. La solucion se mcubd a temperatura
ambiente por una hora. A la solucién se le agrego glicina 1 M aun pH de 7.2 y en un 25% del volumen. Se
agrego glicerol (5% del volumen) a la mezcla en agitacién durante una hora. El conjugado se separa en una
cromatografia por columna con gel Sephadex G-10. Se demostro, mediante electroforesis, la existencia del

acoplado (véase Fig. A4 en ANEXO I). Se obtuvieron tres eluatos (3 ml c¢/u) cuantificindose, por el

método de Bradford (BioRad protein assay), hasta 7.68 ug/ul del acoplado.

V1.3 Suero de aves y conejos inoculados con IBV

VI.3.1 Inoculacion de cepas viricas y péptidos sintéticos a aves y conejos y obtencion de suero
mmune

La moculacion de las cepas Mass y UNAM 2001 en aves se realizé en el Departamento de Aves,
FMVZ, UNAM a cargo del equipo de trabajo del Dr. Rogelio Alonso (véase Tabla A3 en ANEXO II). Las
aves fueron inoculadas intranasalmente con 10" DIEw. (dosis media infectiva) de IBV y de acuerdo al
Codigo Federal de Regulaciones (Code of Federal Regulations, 2007). En el Instituto de Investigaciones
Biomédicas (IBB), los conejos fueron inoculados subcutineamente en la primera inmunizacién con la
suspension viral (de 300 a 1000 pg/ml/animal) o con el conjugado péptido-BSA (1 mg/ml) suplementado
con el adyuvante completo de Freund (1 ml) seguido de dos iInmunizaciones con intervalos de tres semanas
utilizindose péptido sintético libre y adyuvante incompleto de Freund.

Las muestras sanguineas se obtuvieron de acuerdo al tipo de animal (vena de oreja de conejos y del
radio y/o dorso superior de aves) y de acuerdo a las normas establecidas por el Departamento de Aves de
FMVZ y por el Bioterio del IBB, UNAM (Capitulo IT del Codigo Etico). El suero de cada animal se
obtuvo mediante la centrifugacion de la muestra sanguinea a 3,000 rpm durante 25 min. y a temperatura

ambiente para después ser alicuotado y congelado a 25°C bajo cero.
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VI1.3.2 Evaluacion de la reactividad de los sueros policlonales contra virus y péptidos

Para todos los ensayos de inmunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA) se utilizé 1 pg del antigeno
(virus, péptido libre o acoplado), el cual se diluy6é en 100 ml de bifer de Na.COs (0.2 M, pH 9.5) para
sensibilizar los pozos de una microplaca de poliestireno de 96 pozos (MaxiSorp™ Nunc Roskilde,
Denmark). Los antigenos suspendidos en la placa se incubaron toda la noche a 4°C. El exceso de la
solucion con antigeno se retird. Cada pozo sensibilizado se llené con un bufer de bloqueo (PBS/BSA 19%)
por una hora a 37°C. El bufer de bloqueo se descarté y se realizaron seis lavados con PBS 1x-Tween 20
0.3%. Alternadamente, se prepararon las diluciones de los sueros de ave o conejo en PBS 1x-BSA 0.02%-
Tween 20 y se transfirieron a los pozos con el antigeno. La microplaca se incub6 durante una hora a 37°C.
Los pozos fueron lavados como en el paso anterior. Se diluy6 1:1,000 un anticuerpo comercial anti-IgY o
anti-IgG conjugado con fosfatasa alcalina (Zymed Laboratories®, USA) en PBS 1x-BSA 0.029%- Tween 20.
Se agregaron 200 ml del conjugado diluido a cada pozo con el antigeno y la microplaca se incubé a 37°C
durante una hora. Se repiten los lavados. Se diluy6 el sustrato p-nitrofenil fosfato (Sigma®) en el
amortiguador de dietanolamina 1 M, pH 9.8 para el revelado y de éste se agregaron 200 pl a cada pozo. La
placa se incub6 a 37°C entre 30 min. y una hora. Las densidades épticas se determinaron por un lector de
absorbancia (Humerader®, Humarco) a 405 nm. La positividad de los sueros inmunes fue considerada
cuando el valor de absorbancia (Abs) sobrepasé el valor de corte o cutoff (se calculo usando la media de los

valores de Abs de los sueros preinmunes mas tres desviaciones estandares).

VI.3.3 Purificacion de inmunoglobulinas

Las fracciones de inmunoglobulina Y (IgY) de aves fueron purificadas mediante cromatografia por
afinidad de acuerdo a las instrucciones establecidas en el protocolo Hi Trap IgY purification HP 5ml ® de
Amersham Biosciences en el cromatégrafo automatizado AKTA Design System. Las columnas de afinidad
(5 ml) contenian 2-mercapto-piridina acoplada a sefarosa. El suero aviar fue diluido primeramente en el
bufer de union (20 mM Na.HPO, - 0.5 M K.SO. pH 7.5). Los lavados se realizaron con 20 mM de
Na.HPO0. - 309 2-propanol y la elucién del anticuerpo fue llevada a cabo con 20 mM Na.HPO. pH 7.5. Se
obtuvieron fracciones de 1.5 ml, cuantificadas por el método de Bradford y analizadas a través de un
ensayo de reactividad por ELISA (Véase Tabla A4 y Fig. A5 en ANEXO III).

Para obtener la fraccion de IgG de conejos se utilizé la téenica de purificacion por cromatografia de
afinidad de un solo paso mediante el uso de la proteina G agarosa de Streptococcus (Invitrogen Life
Tec]mologies®). La proteina G fue mezclada en un volumen 1:2 con respecto al suero. La mezcla fue

incubada durante 20 min. a temperatura ambiente y centrifugada durante 30 segundos a 3,000 rpm. Se
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desecho el sobrenadante y el proceso se repitié tres veces. Al botéon se le anadiéo un volumen 1:4 del
amortiguador de union (NaPOs 0.01 M/NaCl 0.15M, pH 7) y se centrifug6 de la misma forma. Se deseché
el sobrenadante y el procedimiento se repiti6 tres veces (antes de cada centrifugacion, la soluciéon se
homogeneizaba suavemente). Kl boton se mezclo con bufer de elucion (glicina-HCI, pH 2.6) en un
volumen 1:3 y se mantuvo en hielo durante 3 min. y después se centrifugoé a 4,000 rpm. El sobrenadante se
neutralizé con tris-HCl 1 M, pH 9.1. El método de Bradford fue utilizado para cuantificar hasta 8-10 mg/ml
de IgG con un rendimiento del 80-85% en ELISA. Para evaluar la reactividad de cada anticuerpo en

ELISA se sensibilizaron cada microplaca con 5 pg del concentrado de proteina IgG o IgY

VI. 4 Seleccién de clonas de fago por anticuerpos de aves y conejos

VI.4.1 Biopanning

Se utilizo la biblioteca de 12 residuos (Ph.D.-12" Phage Display Peptide Library Ki) de New
England BioLabs®, Beverly, MA, USA. Las secuencias de péptidos al azar desplegadas en el fago (2.7x10°
transfectantes) estian fusionadas, a través de un espaciador Gly-Gly-Gly-Ser, a la proteina pIII del fago M13.
La biblioteca fue amplificada hasta contener aprox. unas 20 copias de cada secuencia por 10 pl (la cantidad
usada en un bropanning simple).

Kl biopanning se basé en el procedimiento descrito por Smith y Scott, 1993; y Dower y Cwirla,
1994, con ajustes menores (Gazarian et al, 2001). En breve, dos pozos de una placa de poliestireno de 96
pozos (Immulon 4 flat bottom plates, Dynatech Lab Inc., USA) fueron sensibilizados con 15y 7.5 ug de
IgG o IgY en 100 pl de PBS. La soluciéon fue incubada toda la noche a 4 °C con agitacion suave. La IgG o
IgY no unida se removié6 mediante seis lavados con PBS-T (PBS 1x y 0.19% de Tween 20). Los pozos
fueron bloqueados con 300 ul PBS 1x y 19 de BSA durante una hora a 4 °C, seguidas de cinco lavados
consecutivos usando PBS 1x a temperatura ambiente. Para la seleccion por afinidad, se agregaron 10 pl de
la biblioteca (2x10" unidades formadoras de placa, ufp) a 190 ul de PBS-T en los dos pozos (100 pl c/u)
con la mmunoglobulina inmovilizada. Esta mezcla fue incubada durante una hora a temperatura ambiente y
con agitacion suave para promover la afinidad del fago con el anticuerpo. El fago no unido se desecha y se
lava 10 veces con PBS-T. La elucion del fago se realizdé con 100 ul de la solucion glicina-HC1 0.2 M (pH
2.2) y 1 mg/ml de BSA incubindose cerca de 10 min a temperatura ambiente. El eluido fue trasladado a un
tubo nuevo y neutralizado con 15-20 pl de Tris-HCl 1 M (pH 9.1). Para titular la cantidad de fagos del
eluido obtenido antes de su amplificacién, es necesario utilizar la cepa FR2738 de K. coli (New England
BioLabs®) en fase log crecida en medio LB/x-gal/IPTG (por conteo de placa y el factor de diluciéon se

obtiene la multiplicidad de infeccion del fago, MOI) de acuerdo al Manual Ph.D.-12 de New England
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BioLabs®. Para el amplificado viral (de acuerdo al Manual Ph.D.-12™), se agregé aproximadamente un 75-
80% del eluido del bropanning en 20 ml del cultivo ER2738 (en fase /og temprana) y se incub6 a 37°C con
agitacion vigorosa por 4 hrs. El cultivo se transfirié a un tubo para centrifuga y se centrifugé durante 10 min.
a 10,000 rpm a 4°C. El sobrenadante se transfirié a otro tubo esterilizado y se vuelve a centrifugar. Todo el
sobrenadante se translirio a un tubo nuevo, el cual contenia Y4 de volumen de polietilenglicol (PEG)/NaCl
(209/10%); se agité suavemente y se dejé precipitar a 4°C durante toda la noche.

El amplificado se centrifugé durante 10 min a 10, 000 rpm y se desecho todo el sobrenadante. El
boton se resuspendio (en todo el procedimiento de purificacion se utilizan pipetas con filtro) en 1 ml de
PBS 1x y se hizo una segunda centrifugacién. Se transfirié a un tubo de centrifuga nuevo que contenia %
del volumen de PEG-NaCl dejandose precipitar en hielo durante una hora a 4°C. Se centrifugé (10 min. a
10, 000 rpm) y el sobrenadante se desecho. El boton se le agregé PBS-NaNs (azida) al 0.02%. Se centrifugo
en las mismas condiciones durante 5 min. y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo para ser
almacenado a 4°C. Este eluido (10*-10" ufp) es la amplificacién de la primera ronda y esta listo para ser
usado en el bropanning de segunda y tercera ronda (se incrementa la astringencia: PBS-0.5% de Tween 20)

donde se procede de la misma forma.

VI.4.2 Amplificacion y caracterizacion de las clonas individuales

El eluido de la tercera ronda fue titulado sin amplificar en cajas Petr1 con LB/x-gal/IPTG. Cada
placa azul (célula bacteriana infectada con el fago recombinante) fue extraida (con una punta estéril para
pipeta) del medio de cultivo para ser amplificada y secuenciada (entre 10-20 clonas de tercera ronda son
suficientes para identificar una secuencia consenso de union al anticuerpo). Para la amplificacion, cada
placa se coloco en tubos con 3 ml de medio 2XYT (segiin Manual de Ph.D.-12). Las placas individuales se
mcubaron a 37°C con movimiento durante 4.5 hrs. Las placas se transfirieron a dos tubos para
microcentrifuga (uno fue para almacenamiento y el otro, para secuenciaciéon de ADN) y se centrifugaron
durante 30 segundos. Para almacenar cada una de las clonas, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo
y se vuelve a centrifugar. Con la pipeta se extrajo todo el sobrenadante a otro tubo. El amplificado se
almaceno a 4°C.

Por otro lado, para realizar la secuenciacién, se aparté un tubo con el amplificado antes del
proceso de almacenamiento. A este tubo se le agreg6 200 pl de PEG/NaCl, se resuspendio y se dejéd
mcubando a temperatura ambiente por 10 min. La solucion se centrifugd por 10 min. y se deseché el
sobrenadante. Se resuspendio con 100 ul de buafer de 10do y se le agregd 250 ul de etanol. La solucion se
mcubo por una hora en hielo y a 4°C. Se centrifuga por 10 min. y se descarta el sobrenadante. Se lava el

botén con 70% de etanol y se seca en la vacufuga. Fl boton se resuspende en 15-20 pl de agua inyectada.
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Para la secuenciacion manual del ADN de las clonas se utilizé el método de Sanger y se realizé
mediante el kit de Sequenasa™ (AMERSHAM®, USA) usando dideoxidonucle6tidos marcados
radiactivamente con “S.

Para evaluar la afinidad de las clonas seleccionadas con los anticuerpos de aves o conejos se
procedié a hacer una ELISA similar a la anteriormente descrita. Las diferencias estribaron solo en la
sensibilizacion de la placa con clonas de fago (1x10’- 1x10" ufp) diluidas en 100 ul de PBS 1x- 50 ng de
BSA y el uso de PBS-0.1% de Tween 20 para lavados,

V1.5 Utilizacién de mimétopos como mmmundgenos

VI.4.1 Mimdtopos de la secuencia HVR de S1

Para demostrar la inmunogenicidad de los mimotopos seleccionados con anticuerpo anti-péptido
sintético de HVR de Spike fueron inoculados a ratones via intraperitoneal. Fl esquema de inmunizacion
consisti6 en tres inoculaciones de 2.5x10" ufp (el mismo fago acttia como adyuvante) en 100 pl de PBS 1x
por 20 g del peso corporal con intervalos de una semana. Las sangrias se realizaron a través de una pequena
mcision en el tercio medio de la parte ventral de la cola. La obtencion del suero, la purificacion de IgG y las
pruebas de ELISA (los antigenos usados fueron péptido sintético, virus UNAM 2001 y como anticuerpo

secundario se utilizo anti-IgG de ratén) se realizaron de igual forma que en conejos.

VI.5.2 Mimdtopos de la secuencia Spike de IBV: ensayo de proteccion

El ensayo de proteccion se realizo en las instalaciones del Departamento de Aves, FMVZ, UNAM
considerando las normas internas sobre el manejo de aves. Se utilizaron aves jovenes (cuatro semanas de
edad) libres de patdgenos, las cuales fueron inoculadas, cada 15 dias durante un mes. Grupos de aves
fueron inoculados intraperitonealmente con las clonas (10™" ufp en un volumen de 600 ul de PBS 1x)
seleccionadas por las inmunoglobulinas de aves y conejos inoculados con el virus Mass y UNAM 2001,
respectivamente, para evaluar la respuesta inmunogénica de los péptidos miméticos. Para comparacion de
la respuesta inmune iducida por los mimétopos, grupos de aves se les suministré la vacuna comercial
broni-mex"" (emulsion bivalente de cepas Mass y Conn), por via epitelial en parte dorsal superior del cuello
del ave, con un volumen de 100 pl, de acuerdo a las especificaciones de AVIMEX®,

La muestra sanguinea de cada uno de los grupos se obtuvo a través de la vena radial o de la parte

dorsal del cuello del ave. Las muestras fueron procesadas de la misma forma descrita anteriormente. Los
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sueros de un mismo grupo de ave fueron combinados (pood considerando que todos recibieron la misma
dosis del agente vacunal el mismo dia.

El desafio de las aves inmunizadas se realizo con la cepa UNAM 2001 en un volumen de 100 ul
con una dosis infectiva de 1x10" EID:» por instilacion ocular y a los 40 dias después de la primera
mmunizaciéon. Las aves fueron sacrificadas al quinto dia. Las muestras tisulares fueron extraidas de traquea,
pulmén y rinon y colocadas en un tubo con bufer de formalina al 10% y pH 7.4. Los estudios

histopatolégicos fueron realizados por el personal del Departamento de Aves.

V1.5 Métodos computacionales

Las secuencias de aminoicidos de cada una de las proteinas Spike de las cepas virales fueron
obtenidas del Banco de Datos de Proteinas [ Protemn Data Bank (PBD), por sus siglas en inglés] utilizados
para realizar analisis comparativos con las secuencias de los mimotopos seleccionados y con la secuencia de
S1 de Spike del virus SARS. A continuacion se muestran los virus utilizados en estos andlisis; en paréntesis
se muestra su numero de acceso en PBD: Mass 41 (AAS67646), Conn (AAS67650), Ark (AAD27667),
Beaudette (CAC39300), CA 88 (AAMO09501), D207 (AAA46227) PA/5083/99 (AAV83669), VicS
(AAB00381) BL 56 (AAK19756), UNAM 97 (AAK53756), UNAM 2001 (ACB12052), SARS-CoV Tor
(AAP41037) y SARS-CoV Urbani (AAP82968). La numeracién de cada uno de los aminodacidos de Spike
de los virus se baso en aquellas secuencias completas de S1 en el PDB.

El alineamiento de dos secuencias de aminodcidos se realizé con el programa ALIGN version 2
(Myers y Miller, 1989). Para realizar un alineamiento muiltiple se utiliz6 el programa bioinformatico
CLUSTALW version 3.2 (Thompson, Higgins, Gibson, 1994). El arbol filogenético sin raiz se realizé
mediante el programa Phylogeny Inference package version 3.2 (PHYLIP de Felsenstein J, 1989). Ll
programa PsiPred V2.6 de David Jones (1999) se utilizé para realizar la posible estructura secundaria de S1
de IBV (véase ANEXO III). Este programa se basa en la posicion especifica de las matrices de puntuacion
generados por PSI-BLAST. El modelo tridimensional de la subunidad 1 de la proteina Spike de SARS-
CoV fue obtenido del servidor ExPASy con numero de acceso P59594 y manipulado por el programa
Swiss-PdbViewer (Guex and Peitsch, 1997). Para realizar analisis de hidrofilicidad se utilizo el algoritmo

ANTIGENICITY PLOT (Toldo, 2007).
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RESULTADOS

VII.1 Resultado I. Caracterizacién de epitopos inmunodominantes de

Spike a través de phage display

VIL 1.1 Evaluacion de la reactividad de sueros de animales inoculados con virus

UNAM 2001 y Mass

Para obtener suero inmune del hospedero original contra IBV y ser utilizado en el biopanning para
la seleccion de mimotopos, se inocularon aves con el virus Mass y UNAM 2001. En la Fig. 13 se observa la
afinidad que presentan los anticuerpos aviares con respecto a sus antigenos virales. La grifica demuestra

que los anticuerpos antivirales pueden presentar una respuesta cruzada contra los antigenos.

1.5
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| 1:50

DO 405 nm

1:150

Mass UNAM 2001 Mass Mass UNAM 2001 | UNAM 2001 | Antigeno

Anti-UNAM

Anti-Mass Preinmune Preinmune Suero

Fg. 13 Reactividad de anticuerpos policlonales de aves incoculadas con virus Mass y UNAM 2001

Para obtener anticuerpos hiperinmunes, se mocularon conejos con los mismos antigenos virales.
En la Fig. 14 se puede observar la alta reactividad que presentaron estos anticuerpos con respecto al suero
mmune aviar de la Fig. 13. En este ensayo también se presenté una reactividad cruzada entre los virus
UNAM 2001 y Mass. En la grifica se observa que el antigeno UNAM 2001 presenté una mayor afinidad
por anticuerpos anti-Mass con un titulo hasta de 1:19,000 (Abs=0.84), mientras que contra su anticuerpo,

present6 un titulo de 1:5,000 (Abs=0.98). El antisuero anti-Mass tuvo un titulo de 1:5,000 (Abs=0.98) al
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presentar afinidad con el virus Mass. La reactividad que hubo entre el antisuero anti-UNAM 2001 con

respecto al virus Mass fue la mds baja con un titulo de 1:1,200 con una Abs=0.82.
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Fig. 14 Titulacion de los antisucros de UNAM 2001 y Mass contra sus antigenos virales. El titulo mds alto fue de
1:19,200 donde el antisuero anti-Mass presento reactividad con el virus UNAM 2001. En la leyenda se observa cada
antisuero con su respectivo antigeno (anticuerpos/virus) y en orden descendente con respecto a la titulacion. Los
sueros se consideraron positivo cuando sobrepasaron el valor de corte (Abs=0.56)

VII. 1.2 Evaluacion de Ia reactividad de sueros de animales inoculados con péptidos

sintéticos

Para demostrar que la region altamente variable de S1 de IBV presenta sitios conservados que
mvolucran aminodcidos criticos de epitopos, se utilizaron péptidos sintéticos que delimitaron a dicha
region. Para esto, se alinearon secuencias de HVR de diferentes variantes de IBV California, las cuales, son
parecidas filogenéticamente a las secuencias de S1 de UNAM 2001 (véase Fig. Al del ANEXO I). Este
alineamiento de variantes virales sirvié para obtener una secuencia consenso para el disefio de los péptidos
[atin no se han identificado mas variantes de UNAM 2001 para haber podido realizar esto y con UNAM 97
y BL-56 no existe una relacién evolutiva (véase Fig. A1 del ANEXO I)].

Los péptidos se acoplaron a un acarreador (véase Fig. A4 del ANEXO 1) y fueron usados para

obtener anticuerpos anti-péptido en conejos. Estos anticuerpos seleccionaron mimétopos de la biblioteca
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recombinante de 12 residuos. En el estudio se utilizaron conejos para obtener sueros hiperinmunes los
cuales fueron evaluados en ensayos de ELISA (Fig. 15). También se inocularon estos péptidos en ratones
pero no hubo una respuesta de anticuerpos eficiente. El péptido 103 (P103), cuya secuencia se encuentra
en amino terminal de HVR, no indujo una respuesta humoral en conejos, sin embargo, con el péptido 138
(carboxilo terminal de HVR) se obtuvieron anticuerpos con densidades 6pticas hasta 20 veces mas que el

suero preinmune (Fig. 15).

1.5
g Dilucion del
g 1 suero inmlmc
<
8 m1:50
0.5 1:150
m 1:300

Conejo A Conejo B Conejo C Conejo D

Antisuero de P103 Antisuero de P138

Fig. 15 Reactividad de sueros de conejos moculados con el péptido 103 (N-ter de HVR) y péptido 138 (C-ter de
HVR).

Los titulos del antisuero anti-P138 fueron de 1:2400 contra P138 y de 1:600 contra el péptido
acoplado (Fig. 16a). Sin embargo, contra los virus UNAM 2001 y Mass, el suero anti-P138 no present6
reactividad (Fig. 16a). Los sueros anti-UNAM 2001 y anti-Mass no presentaron reactividad contra P138

libre o acoplado (datos no mostrados).
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Diluciones de suero policlonal anti-P138

Fg. 16 (a) Curva de titulacion del suero anti-P138 contra el péptido lIibre y acoplado y BSA (albimina sérica). La
positividad se considero cuando la DO fue a 1gual a 0.50. (b) Reactividad de suero (dilucion 1:50) de conejo
mmunizado con P138. El anticuerpo solo reconoce al péptido libre (P138) v acoplado (P138-BSA) y no a los virus
UNAM 2001 y Mass. Los valores se consideraron positivos cuando se rebaso la Abs=0.61.

VIL1.2.1 ELISA de antisueros de aves moculadas con virus Mass y UNAM 2001

contra péptidos simtéticos

Para fundamentar ain mas que el péptido sintético P138 contiene epitopos inmunodominantes, se
realizé6 una ELISA con antisueros de aves inoculadas con Mass o UNAM 2001. Anteriormente se
demostré que P138 no reaccionaba con suero antiviral de conejo (véase Fig. 16). Sin embargo, los
antisueros de aves inoculadas con los virus demostraron tener alta reactividad. En la Fig 17 se observa que
los antisueros reaccionaron con los péptidos acoplados a BSA con valores mas altos de densidad éptica que
con los péptidos libres e inclusive, que con los virus. El antisuero anti-UNAM 2001 presenté mayor

reactividad con P138-BSA.
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Fig. 17 Reactividad de antisuero de aves moculadas con IBV Mass y UNAM 2001 con sus propios antigenos y con
P138. Se considero suero positivo cuando el valor de su densidad dptica era mayor al valor de corte del suero
premmune (Pre, suero preinmune de Mass con Abs=0.35 y suero preinmune de UNAM 2001 con Abs =0.47).

VII. 1.3 Purificacién de inmunoglobulinas

El objetivo de este experimento fue purificar anticuerpos especificos de los sueros policlonales
antivirales de aves y conejos, asi como de sueros anti-P138, para obtener una mayor concentracion de
mmunoglobulinas especificas a los virus. En biopanning, es necesario tener un concentrado de hasta 15 pg

de la proteina para la seleccion de mimotopos de fagos.

VIL 1.5.1 Inmunoglobulinas Y anti-Mass de aves

En la purificacion de mmunoglobulinas Y (IgY, no se une a receptores Fc como IgG) de aves
moculadas con el virus Mass se llegaron a tener una concentracién de 3.5 pg/pl en un volumen de 1.5 ml
c/u (principalmente en las fracciones 13 y 15, véase Tabla A4 en ANEXO II). No se utilizé el antisuero
anti-UNAM 2001 por el bajo volumen obtenido y proporcionado por el Departamento de Aves. Una vez
purificada la IgY se procedi6 a evaluar la reactividad con los antigenos virales (Fig. 18). En este ensayo se
utilizaron también otros virus (Conn, de distribucion mundial y UNAM 97 y BLL 56, de distribucion local)
para evaluar la reactividad cruzada. Las fracciones 13 y 14 obtenidas de la purificacion de IgY de sueros

mmunes presentaron afinidad con todos los virus (excepto con la cepa mexicana BL 56).
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Fig. 18 Reactividad cruzada de las fracciones de IgY (5 ug de proteina) obtenidas de suero policlonal anti-Mass contra
varios aislados de IBV (UNAM 2001, Conn, Mass, UNAM 97 y BL. 56). Se consideraron los valores positivos cuando
estaban por arriba del valor de corte (Abs =0.05). Los controles estin diluidos 1:50.

VIL 1.5.2 Inmunoglobulinas G anti-UNAM 2001 de conejos

Para la purificacion de IgG de conejos, se utilizo el antisuero anti-UNAM 2001 puesto que este
virus es endémico mexicano y ain no se han hecho ivestigaciones para el desarrollo de una vacuna
especifica. El concentrado de la IgG fue aproximadamente de 2 pg/pl obtenida por cromatografia de
afinidad de forma manual y en un solo paso se obtuvo una sola fraccion. En la Fig. 19 se presenta la
reactividad de IgG anti-UNAM 2001 fue evaluada en ELISA en donde presentd una respuesta cruzada
con todos los antigenos virales en estudio (como IgY anti-Mass de aves, excepto que IgG ant-UNAM 2001

tuvo afinidad por BL 56).
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Fig. 19 Reactividad cruzada de la IgG de conejos moculados con la cepa UNAM 2001 contra el virus endémico en
cuestion, Mass, Conn, UNAM 97 y BL 50. Se utilizaron 5 ug del anticuerpo secundario en ELISA. La positividad de
las reacciones se considerc cuando sobrepasaban el valor de corte igual a una Abs=0.539.

VIL 1.5.5 Inmunoglobulinas G anti-P138 de conejos
Una vez reconocido que el P138 es mmunogénico y antigénico, se procedié a purificar su
anticuerpo de la misma forma que las inmunoglobulinas antivirales. Se lleg6 a obtener hasta 1.192 pg/ul. La

IgG del suero anti-P138 resultd, como se esperaba, con alta reactividad contra de su propio antigeno

9 -
1.5+
0.5 -

0 -

Antisuero Anti-IgG

peptidico con una Abs>2 (Fig. 20).
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Fig. 20 Inmunoensayo de anticuerpo IgG de conejo contra P138. La densidad optica de anti-IgG de P138 es 11 veces
mayor que el suero preinmune (Pre).




VII. 1.4 Seleccion de mimdotopos por inmunoglobulinas en el biopanning

VII 1.4.1 Seleccion de mimotopos por mmunoglobulinas antivirales de aves

Para seleccionar especificamente péptidos miméticos de epitopos de Mass se utilizo la IgY anti-
Mass en el biopanning. Se llego6 a tener en la tercera ronda una poblacion de clonas de fago de 10" ufp. Para
poder 1dentificar los aminoacidos criticos de los mimotopos se escogieron 18 clonas para secuenciar su
ADN vy, al identificar los aminoacidos, solo el 22% (cuatro clonas) compartieron el motivo Gln-Tyr-Gly-Lys-
Phe (QYGKEF) y el 119 presentaron dos aminodacidos criticos GIn-Tyr (una clona present6 en vez de Thyr,
el aminoicido homologo Phe) en su secuencia como se observa en la Fig. 21a. Las clonas 3 (su secuencia se

present6 dos veces mds en otras clonas), 8, 7 y 9 que tuvieron estos motivos, presentaron afinidad hacia la

IgY (Fig. 21b).

a) Secuencia parcial de S1 de IBV b)
Mass |V S V A KHEPTREK S FQC V Nu oL
Comn|wV S V N KNPTEK S FQC V Nu
UNAM 2001 |V PV T KPEPSQHER S LQC V Nu
BL3G|.V SV T NHEPTHK SLQCVN.| g™
£
Nﬁ::;: de Frecuencia Mimoétopos seleccionados (motivo QY GKFL) E .
3 3 A QNGKEL L PQS P
8 1 G NT H QNGKES IS
7 1 A | QpivGrL A FL K 0 -
9 1 QFPHSL H DA HN I clona @ clona 7clona § clona 9 pre

Fig. 21 a) Comparacion de las secuencias de aminodcidos de los mimotopos seleccionados (motivo QYGKFL) por
IgY de antisuero de Mass y la secuencia parcial de S1 de variantes de IBV. Las letras sombreadas representan los
aminodcidos conservados, mientras que, las subrayadas representan los aminodcidos con polaridad similar. D)

Reactividad de IgY de suero anti-Mass (5 pug) con las clonas individuales con el motivo. La clona 8 también se utilizo
en el control negativo (pre, suero preimune) y se consideraron valores postivos arriba de 0.0.

Para identificar los epitopos de IBV, se realizdé una alineacion de secuencias de aminoacidos de S1
de diferentes variantes del virus y de los mimotopos seleccionados (Fig. 21a). Resultd que la secuencia
lineal QYGKEF se traslapo con la secuencia de Mass 151-KYPTFK-156 que se localiza rio abajo de HVR-2.
La Tyr y Phe de las clonas seleccionadas se mantiene conservada en S1, incluso, de otras variantes de IBV.
Algunos aminodcidos de las clonas (Gln, Lys y Leu) son sustituidos por otros fisicoquimicamente similares

en la secuencia de IBV (Lys/Asn, Thr/Ser y Lys/Arg).
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VII 1.4.2 Seleccion de mimotopos por mmunoglobulinas antivirales de conejos

El biopanning con IgG de conejos moculados con UNAM 2001 se procedio de la misma forma
anteriormente descrita. Se lleg6 a obtener de 10° en la primera ronda hasta 10’ ufp en la tercera ronda
durante el curso del tamizado. De las 18 clonas que se secuenciaron, seis presentaron el motivo Tyr-Pro-x-
Tyr-x-x-Leu (YPxYxxL, donde x denota cualquier aminoacido). Los aminoacidos Tyr, Pro, Tyr y Leu se
presentaron en todos los péptidos miméticos (Fig. 22a). Las clonas 2 y 8 resultaron ser las mds antigénicas
con mas del doble de densidad optica (DO>1) que el suero preinmune (Fig. 22b).

Para poder identificar los epitopos del virus UNAM 2001, se realiz6 una comparacion entre
secuencias de aminoacidos de mimétopos y de la secuencia parcial de S1 de IBV. Se observé que los
primeros se alineaban con la secuencia 159-YPSFRSL-165 de UNAM 2001, asi como en otras variantes

virales (Fig. 22a).

2 Secuencia parcial de IBV b
UNAM 2001 | T K EEfTRSEQ C VN N. 15
BL56| T N ED G Ks@BQ C V N Nu
Conn | N K ﬁ ﬁ KS ﬁ Q C V N N
Mass | =A K KSFQ C V N Nu 51 1
Nimero Frecuencia Mimoétopos seleccionados (motivo YPxYxxI) §
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2 1 Q EMESEER Y H L 5
6 1 HES N spAR LR S 031 ‘I’
8 1 EDESLET R NT A
10 1 EQE sI@s R G S F
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17 1 vV T v NV E R S A clona2 clona8 clona6 clonal0  Pre

Fig. 22 a) Comparacion de las secuencias de aminodcidos de los mimotopos (motivo YPxYxxl) seleccionados por IgG
de suero de conejos moculados con UNAM 2001 y la secuencia parcial de S1 de variantes de IBV. Las letras
sombradas representan los aminodcidos conservados, mientras que las subrayadas, representan los aminodcidos con
polaridad en comun. b) Reactividad de IgG de suero anti-UNAM 2001 contra clonas individuales seleccionadas. El
suero preinmune se evalué contra la clona 2 en ELISA y se considero que después de su valor de corte (Abs=0.55)
serian los valores positivos.

VII 1.4.3 Seleccion de mimotopos por inmunoglobulinas anti-P138 de conejos

En el biopanning con IgG de conejos inoculados con P138 se obtuvo un eluido con una poblacion
de 10’ clonas de fago. En la tercera ronda observamos que las secuencias QPTGPL, QATGPL y QLVRPL

estaban siendo seleccionadas doblemente en una poblacion de 18 clonas, razon por la cual, decidimos

42



hacer una cuarta ronda. Es por ello que 58 clonas fueron secuenciadas (Fig. 23a) y de las cuales el 349% (20
clonas) expresaron el motivo GIn-x-Thr-Gly-Pro-Leu-x-Phe (QxTGPLxF). Las clonas resultaron ser

antigénicas en pruebas de ELISA (Fig. 23b).

a)
s Frecuencia Secuencia de aminoacidos
de clona
Secuencia parcial de S1 (P138) de IBV*
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Fig. 28 (a) Comparacion de la secuencia para parcial de S1 de IBV (* variante de California, CA 88) con la secuencia
de mimotopos con motivo Qx1TGPLxF scleccionados por la IgG de sucro de conejo inoculado con P138. En
sombreado se encuentran los residuos de las clonas seleccionadas homaologos al epitopo de P138, mientras que en
subrayvado se representan los residuos que son polarmente similares. (-) denota que no hubo sustituciones de Ser y a
Asp en la secuencia de las clonas. (b) Reactividad del suero anti-P138 contra cada una de las clonas seleccionadas. Ll
preinmune no reacciond con la clona 21.
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En la Fig. 23a se observa que la secuencia que se selecciond maltiples veces por el anti-P139 fue
LPIPQLVRPLSF y fue la que presenté mayor reactividad contra el antisuero. El motivo QxTGPLxF de los
mimotopos seleccionados por anti-IgG de P138 se alinearon con la secuencia wuNGTGPSDLLY s del

péptido (secuencia parcial de S1).

VII 1.5 Inmunogenicidad de todos los mimotopos seleccionados por anticuerpos de

pépudos y virus

VII 1.5.1 Mimotopos de epitopos de P158 como inmunogenos

Una vez comprobada la antigenicidad de las clonas con motivo QxXTGPLxF, fue necesario verificar
s1 en verdad eran inmunogénicas. Las clonas no fueron utilizadas en un ensayo de proteccion de aves
porque se requiere un volumen vy titulaciéon altos del eluido de la ultima ronda, con lo cual, no se contaba
en ese momento. Por lo tanto, el experimento se realizé en ratones que fueron inoculados por las clonas 21
(LPIPQLVRPLSEF) v 19 (EQVLTGTRPLAR) porque presentaron mayor afinidad hacia el anticuerpo anti-
P138 (véase Fig. 23b). Se purificaron las inmunoglobulinas de ratén y se evaluaron en ELISA contra del
péptido acoplado (P138) y UNAM 2001 (Fig. 24). Los antisueros anti-clonas fueron reconocidos por el
P138 y por el virus.

Antigenos

mP138

OUNAM 2001

DO 405nm
2
o

Anti-clona 21 Anti-clona 19 Preinmune

Fig. 24 Reactividad de IgG de suero de ratones moculados con las clonas 21 y 19 contra el péptido libre y el virus. Los
valores positivos estin arriba del valor de absorbancia 0.29.
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VIL1.5.2 Mimotopos de epitopos de virus como immunogenos: Ensayo de
proteccion

En experimentos anteriores se observd que las clonas que desplegaron los mimétopos con motivo
QYGKFL (seleccionadas con anti-IgY de virus Mass) v YPxYxxL (seleccionadas con anti-IgG de virus
UNAM 2001) fueron antigénicas, es decir, los anticuerpos de aves y conejos inoculados con Mass y UNAM
2001, respectivamente, presentaron afinidad hacia estos péptidos miméticos. Ahora faltaba comprobar si
los mimoétopos podrian despertar una respuesta inmunoldgica. Para esto se utilizaron aves libres de
patogenos inoculadas con las clonas con mimétopos de epitopos virales.

En la Tabla 3 se resume el esquema de inmunizaciéon. Las aves fueron clasificadas en 12 grupos,
cada uno con cinco o seis aves. Durante el pre-desafio, el grupo 1 fue utilizado como control negativo al
mocularlo con PBS 1x (no fue ni inmunizado ni infectado; se sacrificod antes del desafio con el virus UNAM
2001); el grupo 2 funcion6 también como negativo en esta primera prueba (después fue infectado en el
desafio). A los grupos 3 y 4 se les suministraron subcutdneamente 100 pl de la vacuna emulsionada en la
parte dorsal del cuello del ave (el grupo 3 se sacrifico antes del desalio para realizar estudios
histopatologicos). Al grupo 5 v 6 se le suministraron 1x10" clonas de fago que fueron seleccionadas por IgG
(motivo YPxYxxL) e IgY (motivo QYGKEF), respectivamente, del eluido total de tercera ronda, mientras
que al grupo 7 se le inoculé una mezcla de baja concentraciéon de clonas seleccionadas por IgG (5x10" ufp)
mids IgY (5x10” ufp) del eluido de tercera ronda. De igual forma, el grupo 8 recibi6 la mezcla de ambos
eluidos de tercera ronda (clonas seleccionadas por anticuerpos IgG e IgY), pero en alta concentracion
(1x10" ufp). Del grupo 9 al 12, se les suministraron clonas aisladas en un volumen de 600 pl por ave con un
titulo de 1x10™" ufp. Al grupo 9 se le inocul6 la clona 2 (secuencia YP MY SE L) seleccionada por IgG de
conejos mnoculados con UNAM 2001, mientras que al grupo 10 le fue sumiistrado la misma clona, pero
combinada con la clona6 (YPSYSDL),8 YPDYSLL)y10 (YP QY SI L), también seleccionadas por
IgG. Los ultimos grupos, 11 y 12, fueron moculados con la clona 8 (QYGKFL) y la mezcla de la misma
clona con la clona 3 (QYGKES), respectivamente, ambas seleccionadas por la IgY de aves moculadas con
el virus Mass. De cada grupo se obtuvo suero inmune para ser evaluado en ELISA (Fig. 25). Se observé
que las clonas individuales seleccionadas con IgG anti-UNAM 2001 e IgY anti-Mass (grupo 9, 10, 11 y 12)

fueron mas reactivas con UNAM 2001 que con todo el eluido de tercera ronda (grupo 5, 6, 7 y 8).
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Tabla 3 Esquema de inmunizacién de aves con mim6topos

Grupos Inmunégenos' Desafio con cepa | Individuos sanos después del % de
de aves 8 UNAM 2001° desafio (sanos/enfermos)’ proteccién’
1 Bufer salino de fosfato No’ - -
2 Bufer salino de fosfato Si 2/5 -
3 Vacuna comercial’ No’ - -
4 Vacuna comercial Si 0/4 0
) Clonas IgG de eluido de 3* ronda’ Si 2/4 50
6 Clonas IgY de eluido de 3* ronda’ Si 2/4 50
Mezcla de clonas IgG+IgY de
7 eluido de 38? ronda, menor Si 1/4 25
concentraciéon’
Mezcla de clonas IgG+IgY de
8 eluido de 3* ronda, mayor Si 0/4 0
concentracion”
9 Clona IgG 2" Si 1/4 25
10 Clonas IgG 2, 6,8 y 10" Si 3/4 75
11 Clona IgY 8" Si 3/4 75
12 Clonas IgY 3y 8" Si 1/4 25

" Los refuerzos fueron a los 15 y 30 dias después de la primera inmunizacion. Los antisueros del segundo refuerzo fueron
evaluados por ELISA (Fig. 25a)

* El desafio se realizo 40 dias después de la primera inmunizacion. Se suministré una dosis de 1x10" EID: (100 pl) via ocular

" Se consideraron aves sanas cuando en los estudios histopatoldgicos no presentaban nefritis, hiperplasia linfoide peribronquial

o neumonia intersticial linfocitaria

Es el porcentaje en que las vacunas (comercial y mimoétopos) no permitieron el desarrollo de la enfermedad. Se calculd a

través de la férmula (individuos sanos/total de individuos) x 100

’ Estos grupos de aves se sacrificaron antes del desafio

* Vacuna heterologa (Mass y Conn) emulsionada de AVIMEX ® (broni-mex™) inoculada de forma sub-cutianea en parte dorsal
superior de las aves de acuerdo a las especificaciones del fabricante

" Clonas de fago del eluido de tercera ronda (1x10" ufp) seleccionadas por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001

* Clonas de fago del eluido de tercera ronda (1x10" ufp) seleccionadas por IgY de conejo inoculado con virus Mass

*Clonas de fago del eluido de tercera ronda (5x10" ufp) seleccionadas por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001
mezcladas con clonas de fago de tercera ronda (5x10" ufp) seleccionadas con IgY de aves inoculadas con el virus Mass

" Clonas de fago del eluido de tercera ronda (1x10" ufp) seleccionadas por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001
mezcladas con clonas de fago (1x10" ufp) seleccionadas con IgY de aves inoculadas con el virus Mass.

" Clona 2 seleccionada por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001

* Clonas 2, 6, 8 y 10 seleccionadas por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001

" Clona 8 seleccionada por IgY de aves inoculadas con virus Mass

" Clonas 38 y 8 seleccionadas por IgY de aves inoculadas con virus Mass

" Estas aves no fueron inmunizadas (no protegidas) ya que es el control positivo a la enfermedad

'
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Fig. 25 Reactividad de los sueros aviare anti-clonas con virus UNAM 2001 y clonas de fago (motivo YPxYxxL y
QYGKF). a) Ensayo pre-desafio de ELISA con sucros de aves que fueron moculadas con la vacuna y clonas antes de
ser infectadas con el virus UNAM 2001 (positividad>0.24). b) ELISA con sueros anti-clonas de aves infectadas con el
virus UNAM 2001 y sacrificadas cuatro dias después del desafio (post-desafio). El grupo 1 y 3 se sacrificaron antes de
ser infectados con el virus. El grupo 8 no se considero en este ensayo ya que su suero no reacciond con sus antigenos
en el pre-desafio. Se considero positivo cuando los valores de absorbancia sobrepasaban los 0.5.

A los 40 dias, las aves fueron infectadas con el virus UNAM 2001 con una dosis de 1x10' DIEs en
un volumen de 100 pl inoculado ocularmente (via de entrada natural del virus). La obtencién de sangre fue
obtenida a los cinco dias post-desafio. Los sueros fueron evaluados en pruebas de inmunoensayo en

microplacas sensibilizadas con clonas o con el virus UNAM 2001 como se observa en la Fig. 25b. En esta

grafica se observé que los mimoétopos produjeron altos titulos de anticuerpos que incluso reconocieron al
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virus endémico mexicano. Se observo también que el antisuero de aves mmunizadas con la vacuna
comercial presenta una reactividad con una absorbancia similar a los sueros anti-clonas.

Para poder evaluar la protecciéon de aves enfermas ante los mimotopos (estudios preliminares), se
realizé un examen histopatologico de traquea, pulmon y rinon a cuatro aves sacrificadas de cada grupo en
el quinto dia post-infeccién. El trabajo fue realizado por personal del Departamento de Aves de la FMVZ,
UNAM. Ninguin ave muri6 a causa de la infeccién, pero se demostré que las traqueas de aves enfermas
presentaron una infiltracion mononuclear e hiperplasia epitelial leve y sus pulmones desarrollaron
neumonia intersticial. Los rinones tuvieron imfiltracion Iinfocitica y nefritis (Tabla 3). En este mismo
estudio, el grupo 2 (aquel grupo de aves que no fue iInmunizado y que se infecté con UNAM 2001 en el
desafio) presento dos aves enfermas de cinco infectadas. El grupo 4 (inmunizado con la vacuna comercial)
no fue protegido (0/4). Las clonas del eluido de tercera ronda protegieron en un 50% (2/4). La clona
mdividual 2 (seleccionada con IgG de conejo imnoculado con UNAM 2001) vy las clonas 3 v 8 (seleccionadas
con IgY de aves moculadas con Mass) protegieron en un 25% (un ave resulté protegida). Sin embargo,
aquellas aves que fueron mmunizadas con las clonas 2, 6, 8 y 10 (con motivo YPxYxxL) fueron protegidas
en un 75%. La clona 3, seleccionada con IgY de aves inoculadas con Mass, protegié a tres de cuatro aves

mfectadas con el virus UNAM 2001 (75% de proteccion).

VII. 1.6 Localizacion de los epitopos inmunodominantes en la secuencia de S1 de Spike

Para determinar la posicion de los epitopos inmunodominantes en la secuencia de S1 de Spike de
IBV, se utilizo un alineamiento de secuencias de aminodcidos entre diversas variantes de virus de bronquitis
infecciosa. Se encontré que los epitopos o el cluster immunodominante se encuentra entre los aminoacidos
141 y 165 de acuerdo a la numeracion de la secuencia de UNAM 2001 (o 139-158 en Mass) (Fig. 26). Estos
determinantes se encontraron en el primer tercio de S1 de Spike. Se observé que los epitopos encontrados
a través de los mimétopos seleccionados se localizaron rio debajo de HVR. En el alineamiento se utilizo
también la secuencia de D207, una cepa usada por Kant et a/, 1992, en donde demostré residuos criticos
(no el epitopo completo) a través de variantes resistentes a anticuerpos monoclonales. Dos de los
aminoacidos se encontraron entre el His132 (sustituido por Tyr en las variantes) y Leul49 (sustituido por
Ser), al que denominaron sitio antigénico D. Uno de los epitopos encontrados en nuestros experimentos a
través de mimétopos seleccionados con anti-P138 se encontré entre el aminoacido 141 y 150, el cual se
alinea con el siio antigénico E de Kant. Los mimétopos seleccionados con anti-UNAM y anti-Mass se

encontraron ocho aminodacidos debajo del primer epitopo.
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Dominio inmunodominante aal41-165

aa 141-150 aa 159-165
HVR 0a
| e ] |
I I | |
0 500
132v* 149S*
¢ Epitopo 1 ¢ Epitopo 2
D207 133sPGSCPLTGL I PQYHIRISAMKN - - - - - S S L F YNULTVAVTIKYP R F K S L QCVNNMTSVYLN;;
° Mass** 159 - -GCPITGMLQKNFLRVSAMKN - - - - G Q LF YNULTWVS V AKYPTF K S F QCVNNLTSVYLN;y,
53 Conn 156 - -GCPI TGS IPQHSIRVSAMKK - - - - - G R L F Y N L T V S V N K Y P T F K S F QCVNNFTSVYLN;s
= Beaudette 10 - -GCPI TGMLQQNLIRVSAMKN - - - - - G Q L F Y NL T V S V A K Y P T F R S F QCVNNLTSVYLN
; CAB8** yNGHCPLTGLVPQGYIRIAAMKS N G T G P S D L F Y NULT VP V T K Y NL F K S L QCVNNRTSVFLN;7;;
° PA/99" 1 GOQHNCPLTGLI PONYIRIAAMKS N G T G P S D L F Y NL T V S V DK Y P KF K S L QCVNNQTSVYLNy,
:g Ark ;7PN SCPLTGL I PSGYIRIAAMKH G S A MP GH L F Y NULTVS VT K Y P KF R S L QCVNNYTSVYLNys
<
§ BL56 1 sADYCPLTGLIPRGLTRWSAMRS - VN GHHDULEF Y NLTV S VTNYPTF K S L QCVNNQTSVYNL;y,
Mex97 1 ;sAAYCPLTGLIPRGHIRISAMRR - V N G H H DI F Y NLT VS V TNYP TF K S L QCVNNQTSVYNL
UNAM 2001 ;3 bAGECPLTGLI POQNYIRI SAMKQ G G D S P S DL F YN NULTWVUZPWVTIT KY P S F R S L QCVNNQTSVYLN;z;
I Q P T G P L P F WPG
QPHP Q P T G P L E R
LP Q A T G P L T S GP
I Q VvV T S P L Y A WA
Variacion de la LIPIP Q L V R P L S F
secuencia de YP Q A N Y P L S F
mimétopos IS Q P A F P L F F P
seleccionados con FFP Q E T K L L N S VG
1gG anti-P138 AK Q S S P W L L S AN
GG Q Y L S G L Y P HK
DHMPV Q F L R G L T
EQWL T G T R P L A
AGKY G A S P P L Y
Variacion de la AQ Y G K F L L P QSpP
secuencia de GNTHQ Y G K F S | S
mimétopos AEQ Y V G P L A F LK
seleccionados con Q F P H S L H D AHNI
IgY anti-Mass
Variacion de la Q Y P MY S E L RYHL
secuencia de Y P S Y S D L RTLRS
mimétopos Y P D Y S L L TRNTA
seleccionados con Y P Q Y S | L SRGSF
19G anti-UNAM TP Y P N Y A Q L SRL
2001 VI Y P VY N V L RSA

* Mutaciones que le confieren resistencia a anticuerpos monoclonales a D207
** C-ter de HVR-2 de Mass and CA 88 de acuerdo con Cavanagh et al, 1986 y Schikora et al, 2003, respectively
~ C-ter de HVR de PA 99, seglin Ladman et al, 2006

Fig. 20 Alinecamuento del chister immunodominante de diferentes cepas virales con las secuencias de los mimatopos seleccionados con IgY e IgG de sueros antivirales
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VILI.2. Resultado II: Analisis comparaivo entre epitopos
mmunodominantes de la subunidad 1 de IBV y de SARS-CoV

VIL 2.1 Comparacion del dominio inmunodominante de S1 de IBV encontrado por
phage display con epitopos de S1 de SARS-CoV

Para evaluar posicional y estructuralmente a los epitopos inmunodominantes de Spike de IBV
obtenidos por phage display y para compararlos con los sitios antigénicos homologos de otro coronavirus,
se realizo una serie de alineamientos a nivel de aminodcidos con secuencias de la proteina Spike del virus
humano SARS-CoV. El alineamiento de la secuencia de los epitopos con IBV con sus sitos homoélogos en
SARS-CoV presenté un 20% de identidad y la comparacién de la proteina entera (mas de 1100 aa para
ambos virus), hasta un 26% (datos obtenidos y no mostrados del programa ALIGN).

Al realizar un alineamiento multiple de secuencias parciales de S1 con CLUSTAL W (Fig. 27), se
demostro que el epitopo 1 de IBV (141-150 de la secuencia UNAM 2001 o 139-143 de Mass) mimetizado
por el motivo QxXTGPLXF de las clonas se aline6 con la secuencia 179-188 de la subunidad 1 del virus
SARS. Por otra parte, el epitopo 2 (159-165 de UNAM 2001 o 152-158 de Mass) mimetizado por los
motivos YPxYxxL y QYGKFL se aline6 con la secuencia 197-203. Estas secuencias del virus humano se
encontraron en la parte media del sitto inmunodominante II (SI2, aa 171-224) determinado por el grupo de

He (2004) a través de PEPSCAN.
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90 100 110 120 130 140

Mass PSSGMAWSSSQFCTAHCN---FSDTTVEVTHCYKY--D---GCPITGMLOKNFLRVSAMK-N
Conn POPGMDWSSRQFCTAHCN---FSDITVEVTHCYKH--N---GCPITGSIPQHSIRVSAMK-K
Ark PLSGMSWSTNSFCTAHCN---FTSYIVFVTHCYKSGPN---SCPLTGLIPSGHIRIAAMK-H
BL 56 PHSGMSWSVQQFCTAHCN-—--FTHFTVFVTHCYRLGAD---YCPLTGLIPRGLTRWSAMR-S
UNAM 2001 PGSGMSWSVSQFCTAHCN---FSGVTVEFVTHCFKKGAG---ECPLTGLIPONYIRISAMK-Q

SARS-CoV Urbani

INNSTNVVIRACNFELCDNPFFAVSKPMGTQTHTMIFDNAFNCTFEFEY I SDAF S L|BAVASENSSIEN
SARS-CoV Tor 2 EKSGN]

INNSTNVVIRACNFELCDNPFFAVSKPMGTQTHTMIFDNAEFNCTFEYISDAFSLIYS]

* *: R . o :
120 130 140 150 160 170
Epitopo 1 Epitopo 2

170 180 190 200

Mass === —- QCVNNLTSVYLNGDLVYTSNETTDVTSAGVYFKAGGP
¢conn.  |==——- QCVNNFTSVYLNGDLVYTSNETTDVTSAGVYFNAGGP
Ark OCVNNHTSVYLNGDLVETSNYTEDVVAAGVHFTSGGP
BL 56 VNG-HHDLF QCVNNQTSVYLNGDLVESSNETIDVSGAGVYFSSNGP
UNAM 2001 QCVNNQTSVYLNGDLVETSNETTDVTAAGVYFKAGGP
SARS-CoV Urbani FKHLREFVEFENKDGFLYVYKGYQPIDVVRDLPSGEFNTLKPIFKLPL{CARNNRN\)N V- SRR
SARS-CoV Tor 2 IPOMIPC INI TNFRAILTAFSP

* e * . . *

180 190 200 210 220 230 240

Fig. 27 Alineamiento entre las secuencias parciales de SI de variantes de IBV y de SARS-CoV. Se senalan los dos
epitopos (dominio mmunodominante) de IBV (en recuadros) y el sitio inmunodominante II (He et al, 2004) de
SARS-CoV (sombreado negro). La region HVR de Mass se muestra en sombreado gris. Arriba se muestra la
numeracion de IBV basada en la secuencia de UNAM 2001 mientras abajo se muestra la numeracion de los
aminodcrdos de SARS-CoV.

VIL 2.2 Andlisis de la estructura tridimensional del sitio inmunodominante de IBV

Para poder inferir la posible estructura tridimensional de los epitopos de la proteina Sprke del virus
de bronquitis infecciosa, se realizé una comparacion del perfil hidrofilico de los primeros 224 aminodcidos
(S1 de UNAM 2001 esta secuenciada parcialmente hasta los primeros 224 aminoicidos en N-ter) de la
subunidad 1 de UNAM 2001, Mass y SARS-CoV (Fig. 28). Este andlisis permitié detallar mas sobre la
topografia proteica de S1 de Spike e identificar qué zonas son mas hidrofilicas y, por lo tanto, mas
expuestas en la superficie de la glicoproteina. En la Fig. 28 se muestran graficamente tres tipos de andlisis
de hidrofilicidad: KD (Kyte and Doolittle, 1982), HW (Hopp y Woods, 1981) y SE (Jannin ef a/, 1978) en
el que los valores encontrados por arriba del eje son hidrofilicos o probablemente expuestos en la
superficie de la proteina.

Las secuencias parciales de Sl traslapadas de ambos IBV en donde se muestra el domimio
inmunodominante encontrado por phage display (141-165, de acuerdo a la numeraciéon de UNAM 2001).
Se observo que en la C-ter de S1 de UNAM 2001 y Mass (en donde se encontré nuestro dominio) hay una
mayor coincidencia de aminodcidos que en la parte N-ter. En el recuadro se muestran los amimoacidos
hidrofilicos y expuestos a la superficie de la proteina. Se observé que los aminoacidos de nuestros epitopos

tuvieron un valor negativo en KD y >0.6 en SE (Surface Exposure), 1o que significa que es probable que
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estén expuestos. En la F1g.28b se muestran los aminoacidos de S1 de SARS-CoV que coinciden con el sitio

inmunodominante y que aparentemente presentaron caracteristicas hidrofilicas semejantes.

a) pb
' | — -y ] — —
-4.0 1 I -1.0 It
o oo i AL s M A o
iy S RN e
+4.0] : 1 +4.0] 1
+3.0 I | +3.0 I |
2L A o A JASN Mo Lyl g
A e E A Vi AR VAY VL AT AT
-3.0] 1 3.0/ o1
1.00 I 1.00 (I
A AL o N 2 A2 n g PEAYL A APOAN 4o o
v// Wl W‘M/\,WVJ\/L/V b R e AR / KA W VAY LA A I
0.24 - — 0.24] N
56 56 11
Res Amino-Acid Kyte-Doolittle Hopp-Woods Surface-Expos Res Amino-Acid Kyte-Doolittle Hopp-Woods Surface-Expos
(+4 to -4) (-3 to +3) (0 to 1.000) (+4 to -4) (-3 to +3) (0 to 1.000)
141 G Gly -2.340 1.083 0.705 178 N Asn -1.160 0.083 0.660
142 G Gly -1.720 0.583 0.668 179 F Phe -1.640 -0.267 0.618
143 D Asp -1.340 0.600 0.637 180 K Lys -0.800 0.233 0.697
144 S Ser -1.420 1.100 0.692 181 H His -1.000 0.700 0.707
145 P Pro -2.040 0.800 0.678 182 L Leu -2.260 0.700 0.707
146 S Ser -0.580 -0.117 0.613 183 R Arg -0.920 -0.050 0.605
147 D Asp 0.140 -0.550 0.632 184 E Glu 0.560 -0.383 0.565
148 L Leu 0.200 -0.517 0.637 185 F Phe 0.360 0.417 0.660
149 F Phe -0.340 -0.867 0.595 186 v Val 0.480 -0.050 0.632
150 Y Tyr 1.120 -1.433 0.577 187 F Phe 0.480 -0.050 0.653
151 N Asn 0.220 -1.383 0.570 188 K Lys -0.860 0.867 0.718
152 L Leu 0.500 -0.967 0.625 189 N Asn -2.400 1.117 0.738
153 T Thr 0.440 -0.833 0.558 190 K Lys -3.040 1.117 0.738
154 v Val 1.980 -0.933 0.545 191 D Asp -1.700 0.317 0.643
155 P Pro 1.080 -0.133 0.640 192 G Gly -0.240 -0.100 0.640
156 v Vval 0.440 -0.450 0.650 193 F Phe 0.280 -0.850 0.538
157 T Thr -0.660 -0.200 0.715 194 L Leu 1.820 -1.733 0.530
158 K Lys -0.660 -0.150 0.698 195 Y Tyr 1.640 -1.233 0.612
159 Y Tyr -1.660 -0.317 0.708 196 v Val 0.300 -0.817 0.622
160 P Pro -0.960 0.250 0.750 197 Y Tyr -0.540 -0.900 0.682
161 S Ser -1.080 -0.200 0.697 198 K Lys -0.540 -0.483 0.695
162 F Phe -0.980 -0.117 0.637 199 G Gly -2.080 -0.233 0.760
163 R Arg 0.100 -0.083 0.652 200 Y Tyr -2.140 -0.150 0.690
164 S Ser -0.440 -0.300 0.587 201 Q Gln -0.460 -0.150 0.663
165 L Leu -0.500 -0.133 0.577 202 P Pro -1.080 -0.400 0.643
203 I Ile 0.020 -0.267 0.577

Fig. 28 Andlisis de hidrofilicidad para la secuencia parcial S1 de a) Mass (linea gris), UNAM 2001 (linea negra) y b)
SARS-CoV. Se observa el sitio inmunodominante de IBV encontrado por phage display y su sitio homdlogo en
SARS-CoV en recuadros. Se muestran los valores de los tres métodos para cada aminoidcido del dominio en UNAM
2001 (esta secuencia se utilizo porque no existen espacios dentro de la secuencia para el primer epitopo) y en SARS-
CoV. Cabe destacar que cada uno de estos andlisis de hidrofilicidad se toma en cuenta el promedio del valor de seis
residuos y se grafica con el aminodcido de en medio.

Después de saber que nuestro sitio inmunodominante presenté residuos potencialmente expuestos
en la superficie de Sprke (ademais de determinar su estructura secundaria, véase ANEXO III), se decidio
hacer un andlisis de su probable estructura tridimensional (Fig. 29). La subunidad 1 de Spike del virus
SARS se utilizé porque ya se tiene un cristal de su estructura en el PBD (SwissProt: P59594). Dentro de la
estructura, la secuencia 171-203 de SARS-CoV (secuencia que alinea con el sitio inmunodominante

encontrado por phage display en IBV) presento6 en sus extremos estructuras no secundarias de tipo espiral

al azar (cord).
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RBD SARS-CoV: residuos
318-510

Epitopad
3
\)‘ Epitdgc

SI2: residuos

179-203

SI2: residuos
179-203

Epitopo 1 de IBV
alineado en 179-188

LEU. o2

Epitopo 2 de IBV

alineado en 197-203

Fig. 29 Prediccion de estructura secundaria de S1 de IBV en modelo tridimensional de SARS-CoV. Se observa en la
parte de arriba a toda la subunidad 1 con su RBD (amarillo) y uno de sus sitios inmunodominantes (SI2). Ll dominio
mmunodominante de IBV (aminodcidos 141-105) se divide en dos epitopos que se alinean con los sitios 179-188 en
rojo (epitopo 1) y 197-203 en verde (epitopo 2) del virus SARS-CoV. Ambas estructuras presentan forma de espiral al
azar (random corl) unidos por un puente en torma de giro b (f-turn).
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VIL.2.3 Comparacion del domimio de union al receptor de SARS-CoV y la secuencia de carboxilo
termunal de S1 de IBV

Los epitopos encontrados en IBV por phage display no alinearon con el sitio inmunodominante
principal de SARS-CoV, el sitio de union al receptor (RBD, aminoacidos 318-510). Se realizé un andlisis
comparativo (Fig. 30) entre el dominio de union de SARS-CoV y su sitio respectivo en variantes de IBV (no
se utilizo la secuencia de S1 de UNAM 2001 porque solo presenta los primeros 224 aminodcidos
secuenciados). Este alineamiento demostré que se tuvo un 47% de similitud entre ambas secuencias y un
119% de homologia. Se encontré que uno de los epitopos descubiertos por Ignjatovich y Sapats, 2005 (288-
306 en este alineamiento y 294-316 por tales autores) el cual, permite la proteccién cruzada entre cepas
australianas, se traslapo con N-ter RBD de SARS-CoV.

En este epitopo de IBV, los amimodcidos Gly293 y Thr304 se mantienen en la secuencia de SARS-
CoV (391 y 402), ademas de haber otros aminoacidos de polaridad similar (Asn/Asp/GIn295 de IBV con
Asp393 de SARS-CoV y Lys/GIn303 del virus aviar con GIn401 del virus humano). También se demostro
que ambas secuencias comparten dos cisteinas. Las Cys 467 y 474 de SARS-CoV se alinean con las Cys 365
y 376 de S1 de IBV. También se encontré que los aminodcidos Ser380 y Lys389 de IBV se alinearon con
Asn479 y Thrd87, respectivamente, dos aminoacidos criticos para la union especifica al receptor celular
humano. Al mismo tiempo, este alineamiento demostré que el aminoacido Val491 de IBV se sustituye por
Thr489 en SARS-CoV, mientras que la Tyr392 de IBV se conserva en la posicion 491 del virus SARS.

Estos dos aminoacidos son usados por el virus humano para la unién a un anticuerpo monoclonal (m396).
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Vic S TTLTLTNFTFESNESSAIRRNSIE A UBEOIRIOUNEVNG SCYYNFNFS--FLSGFEYKESNEFMYGS
Ark TTLTLTNFTENNESGAPPNTGGVDSFILYQTOTAQSGYYNEFNFS--FLSSFVYRESDYMYGS
Mass TTEFTLHNFTFHNETGANPNPSGVONIQTYQTOTAQSGYYNENFS--FLSSFVYKESNFMYGS
Conn TTLKLHNFTFHNETGANPNLSGVONIQTYQTOTAQSGYYNENFS--FLSGFVYKESNFMYGS
SARS-CoV Urbani SATKLNDLCFSNVYADSFVVKGDDVRQIAPGQTGVIADYNYKLPDDFMGCVLAWNTRNIDAT,
SARS-CoV Tor2 SATKLNDLCFSNVYADSEFVVKGDDVRQIAPGQTGVIADYNYKLPDDFMGCVLAWNTRNIDAT,
HE o e - H A
370 380 390 400 410 420 430
340 350 360 370 380 390
Vic S YHPQCNFIPETINKG--LWENSLSVSIAYGPIQDGCKQSVEFSGKATCCYAYSYRGPTACKG
Ark YHPRCSFRPETLNNG--LWEFNSLSVSLTYGPLQOGGCKQSVENGKATCCYAYSYRGPHACKG
Mass YHPSCNFRLETINNG--LWENSLSVSIAYGPLQGGCKQSVFSGRATCCYAYSYGGPSLCKG
Conn YHPSCNFRPETINNG--LWFNSLSVSTAYGPLQGGCKQSVFSGRATCCYAYSYGGPSLCKG
SARS-CoV Urbani STGNYNYKYRYLRHGKLRPFERDISNVPEFSPDGKP@TPPALN-———[@YWPLINDYGFYTTHING
. Lot ® e R ooL.t. .. % L X
440 450 460 470 480
3 3 \
400 410 Cisteinas Zoonosis
Vic S V-YSGELTQONFECGLLVFVTKS
Ark V-YRGELTQHFECGLLVYVTKS
Mass V-YSGELDLNFECGLLVYVTKS
Conn V-YLGELKSDFECGLLVYVTKS
SARS-CoV Urbani IGYQPYRVVVLSFELLNAPAT

. * * % .
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T
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Fig. 30 Alineamiento de RBD parcial (aa 370-510, en fondo negro) de SARS-CoV con 81 de IBV (272-411). En
fondo gris se encuentra uno de los epitopos descubiertos por Ignjatovich and Sapats, 2005 que promueve la
reactividad cruzada entre variantes australianas. Este epitopo de IBV se empalma con la region 386-404 de SARS-
CoV. Se marcan las cisteinas 467 v 474; los aminodicidos criticos (Asn479 y Thr487) para zoonosis (estudio de
alimeamientos entre virus humano y del mamifero civeta); y los aminodcidos necesarios para la union a Fab (lle489 y

Tyr491).

Para comparar las secuencias del posible sitio de uniéon al receptor de S1 de IBV, se realizé un
alineamiento multiple con secuencias parciales de S1 de distintos coronavirus (Fig. 31). En este
alineamiento de secuencias de coronavirus se observd que la mayoria de las secuencias de RBD de los

coronavirus de diferentes grupos se encontré en la parte C-terminal de S1.
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MHV (AAWA7240) DCKIEDWLAAKTVSSPLNWERKTFONCNFNLSSLLRVVQAESLSCINIDA 377
TGEV (ABC72414) EMPFGVTDGPRYCYV---LYNGTALKYLGTLPPIVKETATSKWGHFYING 434
PEDV (ABJ51939) ATPLGATQVPYYCFLKVDTYNSTVYKFLAVLPPTVREIVITKYGDVYVNG 407
HCoV 229E (ABB90517) HIPSGTVLGNFYCFVNTTIGNETTSAFVGALPKTVREFVISRTGHFYING 105
IBV Mass (AAS67646) AMKN IR - - - ——————————] OCVNNLTSVYLNG 177
SARS CoV (ARP13441) NFRATLTAFSPAQDIWGTSAAAYFVGYLKPTTFMLKYDENGTITDAVDCS 279
MHV (AAWA7240) VKVYGMCFGSISIDKFAIP---NSRRVDLQLGNSGFLOSFNYKIDTRATS 424
FIPV (P10033) YNFFSTFPIGCISFNLT----TGVSGAFWTIAYTSYTEALVQVENTATKN 483
TGEV (ABC72414) YNFFSTFPIDCISFNLT--—--TGDSDVFWTIAYTSYTEALVQVENTAITK 480
PEDV (ABJ51939) FGYLHLGLLDAVTINFTGHGTDDDVSGFWTIASTNFVDALIEVQGTAIQOR 457
HCoV 229E (ABB90517) YRYFTLGNVEAVNFNVT----NAET-TVCTVALASYADVLVNVSQTATIAN 250
IBV Mass (AAS67646) DLVYTSNETTDVTSAGVY----FKAGGPITYKVMREVKALAYFVNGTAQD 224
SARS CoV (AAP13441) ONPLAELKCSVKSFEIDKG---IYQTSNFRVVPSGDVVRFPNITNLCPEG 326
MHV (AAWA7240) COLYYSLAQNNVTVTNHNPSSWNRRYGFNDVATFGSGKHDVAYAEACFTV 474
FIPV (P10033) VTYCN-SHINNIKCSQLTANLNNGFYPVAS--SEVGEVNKSVVLLPSFET 530
TGEV (ABC72414) VTYCN-SYVNNIKCSQLTANLNNGEYPVSS--SEVGLVNKSVVLLPSEYT 528
PEDV (ABJ51939) ILYCD-DPVSQLKCSQVAFDLDDGFYPISSRNLLSHEQPISFVTLPSEND 506
HCoV 229E (ABB90517) IIYCN-SVINRLRCDQLSFDVPDGFYSTSP--IQSVELPVSIVSLPVYHK 297
IBV Mass (AAS67646) VILCDGSPRGLLACQYNTGNFSDGFYPFIN----SSLVKQKFIVYRENSV 270
SARS CoV (AAP13441) EVFNATKFPSVYAWERKKISNCVADYSVLYNSTFFSTFKCYGVSATKLND 376
*
MHV (AAWA7240) GASYCPCANPSIVS---PCTTGKPKFANCPIGTVNRECNVLPLGSNLFKC 521
FIPV (P10033) YTAVNITIDLGMKL-SGYGQPIASTLSNITLPMQODNNTDVYCIRSNQESV 579
TGEV (ABC72414) HTIVNITIGLGMKR-SGYGQPIASTLSNITLPMODNNTDVYCIRSDQFSV 577
PEDV (ABJ51939) HSFVNITVSASFGG-------- HSGANLIASDTTINGFSSFCVDTRQFTI 548
HCoV 229E (ABB90517) HTFIVLYVNFKLRSGVGRCYNCRPAVVNITLANFNETKGPLCVDTSHFTT 347
IBV Mass (AAS67646) NTTFTLHN-FTFHNETGANPNPSGVONIQTYQTQTAQSGYYNFNFSFLSS 319
SARS CoV (AAP13441) LCESNVYADSEVVK-—---—- GDDVRQIAPGQTGVIADYNYKLPDDFMGC 419
MHV (AAWA7240) DCTCNPS——=—————=—————————— - PLTTYDLRCLQOARSMLGVGDH 549
FIPV (P10033) YVHSTCKSSLWDNIFNQDCTDVLEATAVIKTGTCPFSFDKLNNYLTENKE 629
TGEV (ABC72414) YVHSTCKSSLWDNVEKRNCTDVLDATAVIKTGTCPFSFDKLNNYLTENKE 627
PEDV (ABJ51939) SLEYNVINSYG----------—-- YVSKSQDSNCPFTLQSVNDYLSFSKF 585
HCoV 229E (ABB90517) QFVG-AKFDRWS--———--——-=-—-— ASINTGNCPFSFGKVNNFVKFGSV 382
IBV Mass (AAS67646) FVYKESNFMYGS—==-——===—==———~~ YHPSCNFRLETINNGLWFNSL 352
SARS CoV (AAP13441) VLAWNTRNIDATS----——---——--—- TGNYNYKYRYLRHGKLRPFERD 454
MHV (AAWA7240) CEGLG--VLEDKCGGHNTCN------ CSADAFVGWAKDSCLSNGRCRIFG 591
FIPV (P10033) CLSLS--PVGANCKFDVAAR----——--——-- TR-TNEQVVRSLYVIYEE 664
TGEV (ABC72414) CLSLS--PVGANCKEDVAAR----———--———- TR-TNDQVVRSLYVIYEE 662
PEDV (ABJ51939) CVSTS--LLASACTIDLEGY-=---——=--—~~ PEFGSGVKFTSLYFQFTK 621
HCoV 229E (ABB90517) CFSLK--DIPGGCAMPIMAN-—---———--——-- LANLNSHTIGSLYVSWSD 418
IBV Mass (AAS67646) SVSIAYGPLOGGCKQSVFSGRATCCYAYSYGGPSLCKGVYSGELDLNFEC 400
SARS CoV (AAP13441) ISNVPFSPDGKPCTPPALNCYWPLN-—---DYGFYTTTGIGYQOPYRVVVLS 500
*
MHV (AAWA47240) NLMLNGINSG-—----- TTCSTDLOLSNTEVVTGICVKYDLYGITGQGVE 634
FIPV (P10033) GDNIVGVPS-——---——--- DNSGLHDLSVLHLDSCTDYNIYGRTGVGII 702
TGEV (ABC72414) GDNIVGVES--—---——--- DNSGLHDLSVLHLDSCTDYNIYGRTGVGII 700
PEDV (ABJ51939) GELITGTPK-———--——=-- PLEGVTDVSFMTLDVCTKYTIYGFKGEGII 660
HCoV 229E (ABB90517) GDVITGVPK-——---——--- PVEGVSSFMNVTLNKCTKYNIYDVSGVGVI 457
IBV Mass (AAS67646) GLLVYVTKSGGSRIQTATEPPVITRHNYNNITLNTCVDYNIYGRTGQGFI 450
SARS CoV (AAP13441) FELLNAPAT---—---——--— VCGPKLSTDLIKNQCVNENFNGLTGTGVL 538
. . * . .

* k.

Fig. 31 Alincammiento muiltiple entre la subunidad 1 de diferentes coronavirus. En gris se muestran los epitopos
encontrados experimentalmente en diferentes coronavirus (en negro, clister de epitopos de IBV encontrado con
nuestros experimentos). Se observa que la mayoria de estos sitios se encuentra en la parte C-terminal de dicha
subunidad. MHV (virus de hepatitis murina), FIPV (virus de la peritonitis felina), TGEV (virus de la gastroenteritis
transmisible porcina), PEDV (virus de la diarrea epidémica porcina), HCoV-229E (coronavirus humano), IBV Mass
(virus de la bronquitis mfecciosa serotipo Massachusetts), SARS-CoV (virus del sindrome respiratorio agudo severo).
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DISCUSION

Los resultados anteriores demuestran la antigenicidad y la inmunogenicidad de algunos epitopos (o
un cluster nmunogénico) encontrados en la subunidad 1 (S1) de la glicoproteina Spike cerca de una region
altamente variable del virus de bronquitis infecciosa. También se evidencia el éxito, como herramienta
inmunolégica, de la técnica de phage display para la localizacion de estos aminoacidos criticos que
mtervienen en la unién antigeno-anticuerpo, asi como su relevancia en la produccion de inmunogenos para
la neutralizacion viral. Asimismo, algunos programas bioinformaticos permitieron apreciar las diferencias y
similitudes de secuencias de aminoacidos de los epitopos de esta proteina superficial entre variantes de IBV
y el virus SARS.

Es importante hacer notar que el uso de sueros policlonales para la seleccion de bibliotecas
combinatorias (phage display) permite la identificaciéon y la determinacion estructural de epitopos
mmunodominantes a través de mimotopos que presentan residuos que mimetizan a los aminoacidos
criticos de estos determinantes antigénicos (Smith and Petrenko, 1997; Palacios-Rodriguez Y er al, 2007;
Gazarian et al, 2001) Usualmente uno de los epitopos en el agente patogeno es inmunodominante cuyo
anticuerpo domina en el suero. Esto es importante porque en el biopanning, los péptidos seleccionados por
este anticuerpo también dominaran en las diferentes rondas. Incluso se ha pensado que estos mimétopos
podrian ser candidatos ideales para el desarrollo de vacunas (Folgorn et al, 1994). Phage display ha tenido
buenos resultados para la localizacién de epitopos inmunodominantes de virus a base de ARN en donde se
ha reportado que los mimotopos han sido excelentes inductores de anticuerpos (Palacios-Rodriguez et al,
2007; Roccasecca et al, 2001). Palacios-Rodriguez et al, 2007 crearon mimétopos para el epitopo mas
mmunodominante de gp41 de HIV-1, CSGKLIC, obteniendo asi una poblacion de péptidos mimetizantes
con la secuencia CxxKxxC o también, el grupo de Humbert en el 2007, realizaron estudios en pacientes no
progresivos en estado terminal, de los cuales, los anticuerpos neutralizantes sirvieron para seleccionar
mimotopos de epitopos de la gp120. Se han producido péptidos miméticos de epitopos de proteinas de
envoltura de virus humanos como el virus Epstein-Barr (Casey et a/, 2006), virus de la encefalitis japonesa
(Lin and Wu, 2004), virus de la hepatitis C (Spiga et al, 2007, Jolivet-Reynaud et al, 2004, Petit et al, 2003) y
A (Larralde et al, 2007) y virus sincitial respiratorio (Steward MW, 2001). Para el caso de los virus de
mterés vetermario, son pocos estudios los que se han realizado: epitopos de herpesvirus bovina I (Lehmann
et al, 2004), del coronavirus de la gastroenteritis transmisible porcina y, dentro del ambito avicola, se han
creado bibliotecas combinatorias contra el virus de la enfermedad infecciosa de la bursa (Wang er al, 2007).
Al mismo tiempo, ya se habia reportado que la proteina de superficie Spike de diversos coronavirus

(porcino, felino y murino), contenia determinantes antigénicos (Corapi et al, 1995; Sun-Hwa et al, 2002;
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Tsai et al, 2003). En el caso especifico de IBV, un coronavirus con una tasa de mutacion considerable, se
han determinado epitopos en la subunidad 1 (S1) a través de anticuerpos monoclonales (Keeler ef al, 1998;
Moore et al, 1997; Kant et al, 1992; Ignjatovic and McWaters, 1991; Cavanagh er al, 1988; Niesters et al,
1987; Mockett et al, 1984). Sin embargo, a pesar de que se concluy6 que Sprke es la principal inductora de
anticuerpos neutralizantes (especificamente en la subunidad 1), no se han logrado identificar aquellos
residuos criticos que conforman los epitopos.

Es por ello que en nuestro estudio se utilizé6 por primera vez la técnica de phage display que
permite el mapeo de epitopos a nivel de aminoicidos de IBV. Una de nuestras estrategias fue inducir
anticuerpos antivirales contra una cepa viral de diseminacion mundial y contra una local que sirvieron para
seleccionar mimotopos en el biopanning con fagos M13. Los antisueros anti-UNAM y anti-Mass fueron
evaluados en ELISA en donde resultaron tener reactividad cruzada con los virus. El virus UNAM 2001 fue
reconocido por los anticuerpos de ambos en una titulacion mayor que con el virus Mass. Esto puedo
deberse a que el virus UNAM 2001 presente sus epitopos mds expuestos en la superficie, lo cual permitio
un mejor reconocimiento por parte de ambos anticuerpos. Para poder realizar la seleccion de mimoétopos,
primero se purificaron las inmunoglobulinas de los sueros de los animales. La immunoglobulina Y aviar de
suero anti-Mass, presento reactividad cruzada con otros virus (con una mayor concentrado de la proteina se
tuvieron valores de absorbancia mayores que con el suero), aunque tuvo una mejor afinidad con otros IBV
como UNAM 2001 y Conn, y con relaciéon a la anterior prueba de ELISA con antisuero, esto pudo
deberse a que estos virus presentaron un mayor numero de epitopos que Mass y, por lo tanto, pudieron
interactuar con mas sitios de unién multiple de la IgY anti-Mass. Los sueros antivirales de conejo resultaron
ser hiperinmunes al presentar absorbancias arriba de 1.5 en ELISA. La IgG también presento reactividad
cruzada, lo que demuestra que UNAM 2001 también es una cepa heterdloga como Mass lo que puede
significar que ambos comparten epitopos. Los antisueros y la IgG de conejo moculado con péptido 138
(parte carboxilo terminal de HVR) resultaron ser hiperinmunes también. Lo interesante de la ELISA con
IgG anti-P138, es el hecho de que el antisuero solo tuvo reactividad con el péptido libre y no con los virus
(y viceversa, los antivirales no tuvieron reactividad contra el P138), lo que indic6 que este epitopo en
realidad no es lineal y esto se confirma en otra ELISA con sueros aviares antivirales donde éstos
reaccionaron con P138 acoplado a BSA y no al péptido libre (lineal). Esto podria suponer que el BSA, por
cuestiones de fuerzas intermoleculares entre aminoacidos, le propicié cierta conformacién al péptido libre.
De estos ultimos resultados se concluye que a) la respuesta humoral de conejos y aves (hospedero original
del virus) es diferente por presentar estructuras diferentes entre sus inmunoglobulinas (IgY no presenta
region Fc) y b) el epitopo de P138 presenta conformacion y estd expuesto en la superficie de la proteina

nativa de ambos virus.
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En el biopanning, la IgY seleccioné una pequena poblacion de fagos de 1x10" ufp con motivo
QYGKEF. Se le considera una poblacion de fagos significativa cuando presentan alrededor de 1x10° ufp
(Gazarian et al, 2001). En ELISA, los valores de absorbancia de IgY con las clonas con motivo 3, 7, 8 y 9
fueron menores a 0.15, es decir, hubo un baja afinidad con respecto a la biblioteca combinatoria (es la
primera vez que se realiza biopanning utilizando anticuerpos de ave, lo cual, no es muy claro el papel de la
IgY para la seleccion de mimotopos). Es por ello que en el estudio también se utilizé la inmunoglobulina G
de conejos noculados con Mass y UNAM 2001 (con altos titulos de antisuero policlonal) para el
bropanning. La poblacion de clonas seleccionadas por IgG fue de 1x10° ufp y present6 el motivo YPxYxxL.
Los motivos de ambas poblaciones de fagos (seleccionados por IgY e IgG) resultaron traslaparse en el
epitopo 159-YPSFRSL-165 de S1 de UNAM 2001 (152-YPTFKSF-158 en Mass). Se demostré que el
motivo QYGKF (representado hasta en un 22% en la poblacion de fagos), presenté a Tyr y Phe en su
secuencia, las cuales se alinean con la Tyr159 y Phel162 de UNAM 2001. El motivo YPxYxxL (33% en la
poblaciéon de clonas) estuvo mejor representado en este epitopo ya que dos Tyr, Pro y Leu se alineaban
con la Tyr159, Prol60, Tyr162 y Leul6) con tres aminodcidos variables (x) intercalados en el motivo. Este
epitopo de UNAM 2001 se encontré cercano (10 aminoacidos los separan) a carboxilo terminal de la
region altamente variable de S1 (HVR). Esta zona se ha caracterizado por presentar mutaciones que
permiten la emergencia, proliferacion y evolucion de serotipos nuevos de IBV (Cavanagh et a/, 1988; Wang
et al, 1994; Schikora et al, 2003 y Landman et a/, 2006). De nuestras clonas seleccionadas por IgY e IgG no
se determinaron epitopos dentro de C-ter de HVR en donde previamente, con anticuerpos monoclonales,
se habian determinado sitios antigénicos (Moore et al, 1997; Kant et al, 1992). Es por ello que se decidid
utilizar también péptidos sintéticos derivados del alineamiento de secuencias conservadas de variantes de
IBV de California (filogenéticamente cercana a UNAM 2001, la cual, hasta la fecha, no presenta variantes)
que cubrian la parte C-ter de HVR. El péptido 138 (138-MKSNGTGPSDLFYNLTV-154 de la secuencia
de S1 de CA 88) resulté ser inmunogénico. Su anticuerpo seleccioné mimotopos (motivo QxTGPLxF
representado en un 349% de las clonas) del epitopo 141-NGTGPSDLFY-150 de IBV CA 88 (alineado con
141-GGDSPSDLFY-150 de la secuencia S1 de UNAM 2001) que se encontré exactamente en el amino
terminal de HVR. Se observé que los aminoacidos Gln (1009% de presencia en la poblacion de clonas), Thr
(35%), Gly (15%), Pro (75%), Leu (100%) y Phe/Ala (50%) se alinearon con Asnl41, Thr143, Glyl44,
Prol45, Leul48 y Tyrl50, respectivamente de la secuencia de CA 88. Los amiodacidos Serl46 y Aspl147
no estuvieron representados en los mimotopos, lo que se podria suponer que ambos estin ocultos en el
epitopo formando una pequena asa ocasionado por la presencia de Pro. Por lo tanto, este epitopo tiene
clerta conformaciéon (semi-conformaciéon) al presentar tanto aminoacidos adyacentes como también

aminoacidos no arreglados secuencialmente.
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Los mimétopos de epitopos cercanos a HVR obtenidos gracias al uso de anticuerpos virales y de
péptido no tan solo son antigénicos, sino que también inmunogénicos al despertar una respuesta iInmune
en ratones y en aves (el mismo fago actia como adyuvante). Los anticuerpos murinos anti-clonas 21 y 19
con motivo tuvieron reactividad con el virus UNAM 2001 en ELISA, lo que indicé que los aminoacidos
de las clonas con motivo QXTGPLxF se conservan en el epitopo viral manteniendo una estructura
fisicoquimica similar. La inmunogenicidad de los mimoétopos es crucial cuando en pruebas de ELISA
pueden tener reactividad cruzada contra el virus en cuestion porque demuestra que los péptidos expresados
en el fago en realidad estin mimetizando mmunologicamente a los epitopos del virus infeccioso como
sucedi6 en el grupo de Steward (1995) que obtuvieron mimaotopos de una biblioteca combinatoria de ocho
residuos seleccionados con un anticuerpo monoclonal anti-proteina de fusién del virus del sarampion
(MV). En este mismo trabajo uno de los sueros murinos anti-mimaétopo tuvo reaccion cruzada contra MV
en una prueba de ELISA con un titulo de 1:80. Ademds, ya se han obtenido previamente mimotopos
mmunogénicos de regiones altamente variables en el virus de la hepatitis C (Roccasecca et al, 2001). Estos
péptidos miméticos presentaron reactividad cruzada con el virus en inmunoensayos.

Los fagos con mimétopos obtenidos con inmunoglobulinas de aves y conejos fueron inoculados a
aves en un ensayo de proteccion. En el primer estudio de estos mimétopos en ELISA (antes del desafio
con UNAM 2001), se observdé que los antisueros de la clona 2 y el grupo de clonas 2, 6, 8 y 10
seleccionadas con IgG de conejo presentaron reactividad con el virus UNAM 2001 (los valores de
absorbancia contra sus propios antigenos, las clonas, fueron mis altos debido a que los anticuerpos
pudieron reconocer a las proteinas del fago), lo que indicé que los epitopos de IBV estin representados
en los mimotopos de las clonas y son inmunogénicos. En el ensayo de proteccion donde se infectaron las
aves con UNAM 2001 una vez inmunizadas con la vacuna comercial y las clonas, los mimétopos con
ambos motivos ya sea en su presentacion en eluido total o clonas individuales pudieron neutralizar al virus.
Principalmente las clonas 2, 6, 8 y 10 (motivo YPxYxxL) y la clona 3 (motivo QYGKF) evitaron las
alteraciones organo-patologicas (neumonia intersticial, nefritis, hiperplasia peribronquial) en las aves en un
75% (Tabla 38 y Fig. 25). La vacuna comercial indujo una respuesta iInmunologica, pero no protectora.
Segun estudios con los serotipos mundiales utilizados en programas de vacunacién, la proteccion cruzada
de los mismos es muy pobre o moderada en el caso de las cepas pneumotropicas (Rosenberger et al, 1976;
Hofstad, 1981) y pobre en el caso de las cepas vacunales nefrotropicas (Pensaert & Lambrechts, 1994;
Cook et al, 2001). En estudios anteriores ya se tenia conocimiento de estudios de neutralizacion viral y
ensayos de proteccion en aves. Nix et al, 2000; Cavanagh et al, 1997; Cook et al, 1999 y Parsons et al, 1992
mencionan que existe una heterogeneidad de la respuesta inmune en aves frente a una inoculaciéon con
cepas homologas. Ignjatovic y Sapats en 2005, a través del uso de péptidos sintéticos (del aminoacido 194 a

C-ter), caracterizaron epitopos en S1, de los cuales dos de ellos protegian a las aves de nefritis. En este
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mismo sitio, en lo que seria después de HVR-2, se encontré que la zona que abarca del amimodacido 274-
387 actuaba como un sitio antigénico (Koch er al, 1991 y confirmado por Moore et al, 1997) y esto es
posiblemente a la poca variacion que presenta S1 entre variantes en la parte C-ter.

Los resultados anteriores (estructura conformacional e inmunogenicidad de mimétopos de
epitopos de IBV) se complementan con los obtenidos por Niesters y cols. (1986); Kusters (1989) y Kant y
cols. (1992). Estos grupos de investigadores pudieron localizar epitopos conformacionales en la zona
altamente variable (HVR) a través de la seleccion de aislados resistentes a anticuerpos monoclonales. De
este trabajo, dos variantes de IBV (cepa D207) presentaron mutaciones en los aminodcidos 132 (H2>Y) y
149 (I.=>9S), los cuales delimitan al sitio antigénico E, residuos 132-149, en donde se encontré nuestro
epitopo 1 (Fig. 26). Este cluster de epitopos se suma a los otros sitios antigénicos descubiertos en S1 de
IBV D207: sitio antigénico A, residuos 24-60; E, residuos 132-149 (en donde se traslapa el epitopo 1) y
C/A/B, residuos 291-398. Es importante hacer notar que desde ese aiio no se habian determinado con
exactitud los aminoacidos involucrados en la estructura de un epitopo inmunodominante de Spike. Es
muy dificil mapear epitopos de proteinas de envoltura de virus de ARN con anticuerpos neutralizantes
debido a estas zonas variables. Phage display permite generar grandes bibliotecas de variantes que pueden
mimetizar este tipo de sitios variables de la proteina e inclusive reproducir en el laboratorio toda la
magnitud del proceso evolutivo del virus y la seleccion de variantes derivadas (Smith, 2001). Por lo tanto,
nuestros resultados demostraron que los motivos QxXTGPLxF, QYGKF y YPxYxxL. estin mimetizando a
un posible cluster conformacional de dos epitopos, el cual es iInmunodominante. El primer epitopo (1) que
se encontré en amino terminal de HVR fue 141-GGDSPSDLFY-150 de UNAM 2001 seguido de ocho
aminoacidos que no fueron reconocidos (como una “bisagra” que podria servir de soporte para unir a estos
dos epitopos) y por dltimo, el epitopo 2 con la secuencia 159-YPSFRSL-165 (Fig. 26). Cabe aclarar que los
epitopos no necesariamente deben conservarse en los mimoétopos ya que existen algunos aminodcidos que
son fisicoquimicamente parecidos y que es suficiente para mimetizar conformacionalmente a los epitopos
(Geysen et al, 1986).

Al realizar un alineamiento de las secuencias de aislados internacionales y locales distribuidos en
México, revel6 que este claster de epitopos se conservaba en muchos virus (Fig. 26) lo que significaria que
los anticuerpos neutralizantes para cada uno de los virus podria tener una reaccién cruzada con el epitopo
homologo de otro virus. En el alineamiento de la Fig. 26 se aprecia que las secuencias de las cepas Mass y
Conn, de distribucién mundial, presentan espacios (gaps) que se alinean con nuestro epitopo 1, es decir,
probablemente en la evolucion del virus, se deletaron los residuos mds criticos del epitopo. En el
coronavirus murino, esta delecion se encontré también en N-terminal de S1 en diferentes variantes
resistentes a anticuerpos monoclonales. Es por ello, que nosotros pensamos que esta delecién

posiblemente se debid a que tales virus tuvieron que eliminar este epitopo por su reconocimiento hacia el
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anticuerpo aviar y, por lo tanto, escapar de su neutralizaciéon. Asimismo se han reportado estudios de
patégenos que evaden la respuesta inmune del hospedero mutando zonas antigénicas de proteinas de
superficie (Deitsch er al, 1997; Brown et al, 2003). Esto es de considerarse ya que, como vimos, en el caso
de IBV, las cepas Mass y Conn son utilizadas a nivel mundial como vacunas vivas e inactivadas y se ha
visto que sus antisueros no pueden tener reactividad cruzada con las cepas locales como las mexicanas
(Cavanagh, 2005), incluso, se podria mencionar que, UNAM 2001, BL. 56 y UNAM 97, en un futuro,
desplazaria a Mass por afinidad celular, es decir, las aves domésticas en México serdan mads susceptibles de
enfermarse por las cepas virales mexicanas que por Mass y Conn. La solucion podria ser el uso de
colecciones de mimoétopos inmunogénicos que presentan reactividad cruzada con los epitopos de cepas
locales tomando en cuenta que las secuencias de estas cepas mexicanas se alinean con regiones
hipervariables y que podrian permitir la evasion inmunolégica en un futuro si utiliziramos vacunas a base
de virus vivo.

Integrando todo lo anterior, creemos que los dos epitopos encontrados por phage display, en
realidad forman un claster inmunogénico que abarca del aminodcido 141 al 165 en la secuencia de
UNAM 2001. Sin embargo, en ningtn estudio de epitopos inmunodominantes de IBV se ha reportado su
estructura debido a que aun no existe el cristal de la proteina Sprke de IBV. La estructura secundaria
permitiria determinar la forma en que el epitopo podria unirse molecularmente a su anticuerpo para el
desarrollo de vacunas anti-IBV. Tampoco se ha reportado la estructura tridimensional de esta proteina en
otros coronavirus animales. Se tiene solo caracterizado estructuralmente el dominio S2 tanto para el virus
de hepatitis murina (Protein Data Bank (PDB): IWDF y 1WDG, Xu et al, 2004) como para el virus
SARS-CoV (PDB: 17ZV7, 17ZB8, 1ZVA en Deng et al, 2006). No obstante, la subunidad 1 de la proteina
Spike del coronavirus humano del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) ha sido modelada
tridimensionalmente (niimero de acceso en SwissProt P59594) por el grupo de Spiga et al, 2003, ademas
de saber que también es la principal inductora de anticuerpos neutralizantes (He et al, 2004; Li et al,
2003). Este mismo grupo se basé en la homologia de la subunidad con respecto a la secuencia de la
neurotoxina B (estructura va cristalizada) de Clostridium botulinum. De acuerdo a este modelo, S1
presenta dos areas estructuralmente distintas. Una de ellas es rica en o-hélices, la cual forma un nucleo
compacto hidrofébico, tipico de las proteinas globulares, mientras que la otra parte es totalmente
hidrofilica, en su mayoria lineal conteniendo al dominio de unién al receptor (RBD) inmunogénico. Esta es
la razon por la cual se decidié utihzar este modelo para poder determinar, mediante homologia de
secuencias, la estructura que tiene nuestro clister inmunogénico de IBV. Al hacer un anélisis comparativo
entre las secuencias de aminodcidos de la subunidad 1 se observé que nuestro clister inmunogénico (aa
141-165 de la secuencia de UNAM 2001), se traslapaba con los residuos 179-208, los cuales se encuentran

en la parte media del sitio inmunodominante II (SI2, aa 171-224) de SARS-CoV. Este es uno de cuatro
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siios Inmunodomianntes caracterizados por PEPSCAN (He et al, 2004). SI2 resulté ser reactiva hasta mds
de un 509% con el suero de pacientes con SARS. Leul48, Phel49 y Asnlbsl del epitopo 1 de IBV, se
traslaparon con sus homologos polares Vall186, Phel87 y Asnl189 de S1 de SARS-CoV (similitud del 30%),
mientras que en el epitopo 2, los residuos Tyr159, Phel62, Argl63, Ser164, Leul65 de IBV se alinearon
con Tyrl197, Tyr200, GIn201, Pro202 e 11e203 de S1de SARS-CoV (similitud del 709%). Dentro del domino
senalado en SARS-CoV, donde coincide con nuestro clister, presenta una forma de asa que causa que los
dos epitopos lineales se sittien uno frente al otro (Fig. 29). La curvatura del claster (S-furn), segun este
modelo, es ocasionada probablemente por los aminoicidos que no fueron seleccionados por los
anticuerpos en nuestro estudio experimental. En dicha secuencia de aminodcidos (CA 88 y UNAM 2001)
existe una prolina en la parte media de esta asa no antigénica, la cual podria producir dicha curvatura. Es
mteresante también senalar que en la mayoria de los trabajos con IBV, ya se ha descrito una topologia
conformacional de los epitopos de Spike (Wang et al, 1995; Parr and Collison, 1993; Karaca ef al, 1992;
Lenstra et al, 1990; Niesters et al, 1987). Sin embargo, Ignjatovic y Sapats (2005) utilizaron péptidos
sintéticos de S1 y S2 de IBV que resultaron tener propiedades antigénicas e inmunogénicas e incluso,
protectoras.

Asimismo, el estudio del perfil hidrofilico-antigénico y de prediccién de estructura secundaria
arroj6 resultados que indican que nuestro clister inmunogénico podria estar expuesto en la superficie de la
proteina ademas de conformarse por estructuras proteinicas del tipo espiral al azar (coil).

El dominio de union al receptor celular (RBD) del virus SARS abarca los residuos 318-510, tiene
afinidad por el receptor ACE-2 de células epiteliales humanas y es el mds inmunogénico de todos los
epitopos encontrados en SARS-CoV (Prabakaran et al, 2006; He et al, 2005; Li et al, 2005; van den Brink
et al, 2005). En IBV solo se ha reportado que S1 tiene afinidad por el dcido sidlico de células epitelales,
pero no se ha identificado la secuencia exacta del RBD. Asimismo, el anticuerpo neutralizante Mab SIb,
puede reconocer mn vitro la region del aa 435-439 de SARS-CoV, la cual forma parte del motivo de union al
receptor (RBM, aa 424-494; La er al, 2005), lo que refuerza la idea de que RBD es un sitio altamente
mmunodominante. Nuestro clister de dos epitopos no coincidio en este sitio. Sin embargo, Ignjatovich y
Sapats en el 2005 hallaron un epitopo de S1 de IBV de serotipos australianos que abarca del aminoacido
289 al 306 sobreponiéndose a una parte de RBD de SARS-CoV (aa 386-404) muy cerca de RBM (Fig. 30).
Gly293 y Thr304 de S1 se conserva no tan solo en algunas variantes de IBV sino también en RBD de
SARS-CoV. Estos dos amimodacidos podrian delimitar posiblemente a un epitopo de IBV. Cys467 y Cys474
de RBD de SARS-CoV se alinean con las Cys365 y Cys376 de S1 de IBV, las cuales podrian demostrar
que en realidad es un epitopo potencialmente inmunogeno y conformacional. Asnd79 y Thrd88 son
aminodcidos criticos que diferencian el SARS-CoV humano con el de civeta y, por lo tanto, presentan

mayor afinidad hacia ACE-2 de las células humanas (Prabakaran ef a/, 2006). Estos aminoacidos se alinean
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con los ammodacidos Ser381 y Lys389 de IBV. En nuestro alineamiento también se observo que los
residuos polares importantes de RBD para el reconocimiento del paratopo, lled79 y Tyr491 (Prabakaran et
al, 2006), se alinean con Val391 y Tyr392, donde la tirosina se conserva en ambos virus.

Conjuntamente, se han hecho estudios de determinantes antigénicos de otros coronavirus. El
coronavirus felino presenta un epitopo que se une a su respectivo anticuerpo monoclonal se encuentra
entre el aa 509-673 (Corapi et al, 1995); el virus de la gastroenteritis transmisible tiene un epitopo entre los
aminoacidos 503-715 (Correa et al, 1988; Delmas er al, 1986; 1990). El virus de la diarrea epidémica
porcina presenta un epitopo en el sitio 503-568 (Chang ef a/, 2002), mientras que el coronavirus humano
HCoV-229E lo tiene en el sitio 417-546 y en donde también se tiene localizado su probable sitio de union
al receptor (T'sai et al, 2003). Al hacer un alineamiento multiple de estas secuencias con S1 de IBV (Fig.
31), result6 que los epitopos de estos coronavirus se encuentran en C-ter de S1. Este resultado coincide con
nuestro alineamiento de la secuencia del epitopo encontrado por Ignjatovich y Sapats y parte de RBD de
SARS-CoV anteriormente descrito. Estos datos refuerzan lo encontrado por los grupos de Kant y Kusters
(trabajos previamente mencionados en esta discusion) quienes determinaron un sitio antigénico entre los
residuos 291 y 398 de la cepa D207 de IBV. También es probable que en esta zona se pueda encontrar el
dominio de union al receptor de IBV entre el aminoicido 250 y 450, pero muy probablemente sin ser
immunodominante (en la estructura 3D de S1 de SARS-CoV tiene un o-hélice que no estd expuesta en la
superficie) ya que nuestro claster de epitopos se encuentrd en la parte amino-terminal de S1 como fue el
caso del virus de la hepatitis murina (MHYV), cuya subunidad tiene un epitopo o epitopos en los primeros
300 aminoicidos capaces de unirse al receptor celular CEACAMI1 (Kubo er al, 1994). Ademas, como se ha
discutido anteriormente con los grupos de Kant, Moore y Niesters, los epitopos inmunodominantes residen
principalmente en zonas variables de IBV y no en zonas conservadas como lo es N-ter de S2 y la parte C-
terminal de S1. Esto podria permitir que el epitopo pueda presentar mutaciones que le ayudan al virus a
evadir el sistema mmunologico del hospedero permitiendo la variabilidad antigénica como mecanismo de
sobrevivencia del virus.

A manera de conclusion, estos resultados pueden comprobar la efectividad de los fagos con
mimotopos como buenos inmundgenos vacunales en el futuro (inclusive, mejor que los péptidos sintéticos)
ya que pueden presentarse en forma de epitopos inmunodominantes puros, es decir, no presentan
secuencias moduladoras que inhiban la respuesta nmune del hospedero como lo harian las proteinas
recombinantes (Solis et a/, 2005) o los virus (Pudney et al, 2005). Al mismo tiempo, estos resultados indican
que probablemente si se seleccionan ain mas sitios conservados en la parte N-ter de S1 (incluso de S2) de
diversas variantes de IBV genotipicamente homologas o filogenéticamente alejadas, se podran disenar
vacunas que puedan neutralizar la accion viral con proteccion cruzada. Los resultados obtenidos

experimentalmente a través de phage display y las conjeturas hechas por Cavanagh et al, 2003 sobre que S1
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ya sea expresado en adenovirus como vacuna viva [con una proteccién hasta de un 90-100% en aves
infectadas por IBV (Johnson et al, 2003)] o en fragmento puro de la subunidad (Cavanagh er a/, 1986),
podrian extrapolarse al desarrollo de una posible vacuna contra SARS en caso de re-emergencia viral. Con
ayuda de phage display, se podrian obtener mimétopos de epitopos inmunodominantes de la RBD de S1
de Spike del virus SARS para la neutralizacion viral en hospederos animales y luego, probablemente, en
humanos, esto sin la necesidad de hacer vacunas recombinantes que pueden, de alguna forma, promover la
mmunomodulaciéon del virus para no ser neutralizado por el sistema inmune del hospedero. Es por ello
que serfa preferible usar los péptidos miméticos de fagos en vez del epitopo viral ya que presentan una
mejor respuesta inmunolégica (Zucchell ef al, 2001). Esta estrategia permitira dar pie a la nueva generacion
de vacunas representadas por inmundgenos miméticos de gran diversidad que seran requeridos para cubrir

la diversidad antigénica generada por virus de ARN, principalmente.
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CONCLUSIONES

Phage display es una herramienta para la bisqueda de epitopos iInmunodominantes de proteinas
de envoltura virales a través de la seleccion de mimotopos.

Los sueros antivirales resultaron tener reactividad cruzada con UNAM 2001 y Mass, asi como con
otros virus de bronquitis infecciosa (Conn, UNAM 97, BL. 56).

El P138 (carboxilo terminal de HVR) result6 ser un buen mmunogeno al inducir sueros
hiperinmunes en conejos.

Las mmunoglobulinas antivirales de aves moculadas con Mass seleccionaron clonas con motivo
QYGKEF en un 22% de la poblacion, mientras que la IgG de conejo inoculado con UNAM 2001
selecciond al 33% de la poblacién de clonas que presentaron la secuencia de aminoacidos
YPxYxxL. Kl anticuerpo anti-péptido sintético seleccion6 mimétopos que presentaron la secuencia
QxTGPLXF en un 349% de la poblacion de fagos.

Los motivos QYGKF y YPxYxxL. de las clonas de fago fueron secuencias traslapadas que
mimetizaron al epitopo 159-YPSFRSL-165 o 152-YPTFKSF-158de S1 del virus UNAM 2001 y
Mass, respectivamente. El motivo QxTGPLxF estuvo representado en el epitopo 141-
GGDSPSDLFY-150 de UNAM 2001 (en Mass, la mitad del epitopo esta deletado).

Las clonas con motivo QxXTGPILXF resultaron ser immunogénicas al inducir una respuesta inmune
en ratones. Asimismo, las clonas con motivo QYGKF o YPxYxxL indujeron una respuesta
humoral en aves. Estas tres poblaciones de fago también fueron antigénicas al haber reconocido al
virus UNAM 2001 en ELISA.

Las clonas 2, 6, 8 y 10 combinadas (motivo YPxYxxL) y la clona 3 (motivo QYGKF) neutralizaron
de forma parcial (75%) al virus UNAM 2001 en un ensayo de protecciéon a aves. Las aves no
presentaron nefropatias o neumopatias a nivel tisular. La vacuna comercial heterologa solo indujo
una respuesta humoral, pero no protectora en aves.

Los dos epitopos inmunodominantes (141-GGDSPSDLFY-150 y 159-YPSFRSL-165) formaron un
claster que abarca del aminoicido 141 al 165, el cual estdi unido por un puente de ocho
aminoacidos (no reconocidos por los anticuerpos) que funcionan probablemente como soporte al
mismo. Este clister se localizé rio abajo de la regién hipervariable de S1 de IBV y present6
aminoacidos criticos que se conservaron en diferentes variantes de IBV tanto de cepas de
distribucion mundial como locales.

El cluster inmunogénico se aline6 con los residuos 179-203 que se localizan en el sitio

mmunodominante II (SI2) del virus SARS.
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El estudio del perfil hidrofilico y antigénico, ademas del andlisis de estructura secundaria y uso del
modelo tridimensional de S1 de SARS-CoV revelaron que el claster immunogénico de S1 de IBV
present6 un grado de conformacion donde los aminodcidos estin expuestos en la superficie de la
proteina. Los dos epitopos juntos formaron un asa cuya curvatura es derivada de aquéllos
aminoacidos que no fueron reconocidos por los anticuerpos.

Es probable que existan mas epitopos en la parte C-terminal de S1, e inclusive, el sitto de unién al
receptor de IBV podria encontrarse entre el aminoacido 250 y 450, segun alineamientos con RBD

de SARS-CoV y otros coronavirus.
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PERSPECTIVAS

La region C-termmal de HVR es un buen candidato para el mapeo de epitopos
mmunodominantes. Seria importante generar nuevas bibliotecas de mimotopos de estos probables
epitopos en otras cepas virales locales y mundiales.

No es muy clara la seleccion de péptidos mimetizantes por inmunoglobulinas de aves en el
tamizado (se obtuvo una poblacion de mimotopos baja). Esta es la primera vez que se tiene registro
del uso de IgY en phage display y por ello seria necesario hacer mas pruebas con este anticuerpo
en el biopanning.

En el presente trabajo, se utilizé IgY de suero de aves inoculadas con Mass en el biopanning. Seria
conveniente utilizar también suero anti-UNAM 2001. Asimismo, se hizo tamizado de la biblioteca
con IgG de conejos inoculados con UNAM 2001; se tendria que considerar también hacerlo con
suero anti-Mass.

Para una mejor evaluacion del ensayo de desafio en aves, seria conveniente que los fagos con
mimotopo sean aplicados en una poblacion de aves mas grande y que la evaluacién del efecto
(proteccion) de éstos sobre las aves se extienda en un tiempo mas prolongado. También seria
mmportante realizar reaislados virales post-desatio con RT-PCR para determinar la carga viral en
cada 6rgano blanco. Igualmente, seria util ver si las clonas seleccionadas protegen a aves de otras
cepas virales como Conn, UNAM 97 o BL 56 (protecciéon cruzada).

Los resultados sugieren que la region C-terminal de S1 se ha caracterizado por presentar el
dominio de unién al receptor en otros coronavirus, e incluso, ha resultado ser muy inmunogénico
como en el caso de SARS-CoV. Esto podria ser punto de partida para la caracterizacién de RBD
en IBV, el cual podria también presentar epitopos inmunodominantes.

Seria interesante aplicar la misma metodologia para la generacién de mimotopos iInmunogénicos
seleccionados con antisuero de pacientes infectados con SARS-CoV o, en su defecto, sueros
policlonales de animales de laboratorio noculados con virus SARS v/o péptidos sintéticos

diseniados a partir de la secuencia de RBD o de los sittos inmunodominantes como S12.
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ANEXOS

ANEXO I

Biisqueda de sitios conservados en la parte N-ter de S1

Para la elaboraciéon de péptidos sintéticos nos basamos en las mvestigaciones de Schikora y cols.
(2005) quienes ya habian estudiado variantes de IBV endémicas de California en las que se estudio su
diversidad genética y sus patrones de evolucion. En este estudio se menciondé que C-ter de la region
hipervariable (HVR), se relacionaba con mutaciones a nivel de aminoacidos lo que promovia la variabilidad
genética en estos aislados virales. En el alineamiento con estas variantes, HVR mostro ciertas regiones
conservadas, las cuales, fueron utilizadas para el disenno de péptidos sintéticos (Fig. Ala). Otra de las
razones por las que se eligi6 las secuencias S1 de cepas californianas para el consenso y diserio de los
péptidos sintéticos es que filogenéticamente son mds cercanas a UNAM 2001 (Fig. Alb). Por lo tanto, los
sitios conservados que se eligieron fueron .. sNFINLVVFVTHCFV s« (denominado péptido 103, P103)
Y s sMKSNGTGPSDLFYNLT Vi e (P138) de la cepa original de California, CA 88, que contiene
aminoacidos conservados en la mayoria de las demads variantes (Fig. 1a). Las caracteristicas de los péptidos

se presentan en la Tabla Al.
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a)

CA 88 (AAMO09501)
CA/2/88 (ARAM09494)
CA/179/94 (AAMO09485)
CA/4065/95 (AAM09484)
CA/100/97 (AAMO9482)
CA 85-633 (AAB61603)
CA/376/98 (AAMO09477)
CA/5442/99 (AAM09491)
CA/37/00 (AAMO09492)
CA/627/01 (AAM09476)
CA/96/01 (AAL69418)

CA 88 (AAM09501)
CA/2/88 (AAM09494)
CA/179/94 (AAMO09485)
CA/4065/95 (AAM09484)
CA/100/97 (AAM09482)
CA 85-633 (AAB61603)
CA/376/98 (AAM09477)
CA/5442/99 (AAM09491)
CA/37/00 (AAM09492)
CA/627/01 (AAMO09476)
CA/96/01 (AAL69418)

b)

Fig. Al a) Alineamiento multple de variantes de California en donde se muestra la region hipervariable parcial
(cuadro negro) de la cual se escogieron dos regiones para preparar péptidos sintéticos P103 (sombreado claro) y P138
(sombreado oscuro). Las variantes presentan su mimero de rdentificacion en el banco de datos de proteinas (en
paréntesis). Los aminodcidos conservados se marcan con (*), los grupos polarmente fuertes se marcan con (;) y los
grupos polarmente débiles se marcan con (). b) Arbol filogenético sin raiz en donde se mostré que CA 88 es una

100 110 120 130 140

SOH
AQH
AQH
VOH
AQH
AQH
SOH
SOH
QOH
QOH

CTAHCNETNLVVEVTHCEVPGNGHCPLTGLVPQGY IR1AANIEIEINe
CTAHCNFTNIVVEVTHCFKNRLDYCPLTGLIPONYIRIAAMKSNGTG
CTAHCNFTNIVVEVTHCFKNRPNYCSLTGLIPQONYIRIAAMKSNGTG
CTAHCNFTNIVVEVTHCFKNGPNYCSTLTGLTPONYTRTAAMKSNGTG
CTAHCNFTNIVVEVTHCFKYRPNYCSLTGLIPQYYIRIAAMKSNGTG
CTAHCNFTNIVVEVTHCFKSGHN-CPLTGLTPQNYTRTAAMKSNGTG
CTAHCNFTNVVVEVTHCYASGDGSCPLTGQIPKGNIRIAAMKSTGTG
CTAHCNFTNVVVEVTHCYASGDGSCPLTGQTPKGNTRTAAMKSNGTG
CTAHCNFTNFVVEVTHCFKNGPNTCPLTGRIDOGY IRIAAMKNTGTG
CTAHCNFTNFVVEVTHCFKNGPNTCPLTGRTIDQGY TRTAAMKNTGTG

QOH
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FTVPVTKYPSFKSLOCVNNQTSVYLNGDLVEFTSN
STVPVTKYPSFKSLQOCVNNQTSVYLNGDLVETSN
STVPVTKYPSFKSLOCVNNQTSVYLNGDLVETSN
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variante viral californiana cercana a UNAM 2001 (se muestra su mimero de identificacion en el PDB).
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Tabla Al Caracteristicas de los péptidos sintéticos de S1 de IBV
Nombre P103 P138
Sitio Aminodcidos 103-115 Aminodacidos 138-154
Aminoicidos NFT NLV VFV THC FK MKS NGT GPS DLL YNL TV
Numero de aa 14 17
Peso molecular 1668 g/mol 1810 g/mol
Pureza 92% 86%

Al mismo tiempo, mediante el programa ANTIGENICITY PLOT se demostré la antigenicidad
de uno de los péptidos. El P138 demostré ser potencialmente antigénico al presentar aminodcidos
hidrofilicos como lisina, serina, asparagina, glicina y acido aspartico (Fig. A2). EI P103, segun el método de
prediccion de epitopos, no es potencialmente antigénico debido a que el promedio de los valores de
antigenicidad estin por debajo del limite de los valores de hidrofilicidad (0 a 3). Esto es debido a que el
tnico aminoicido cargado polarmente en este péptido es la asparagina; sin embargo, consideramos este

sitio por ser conservado en HVR.

|
Mv/\\\/ww () A
2

0 54 64 74 84 94 104 114 124 134 144 154 164 174

Aminodcidos

Fig. A2 Perfil antigénico de la secuencia N-ter de S1 de la variante de IBV CA 88. EI P103 no es potencialmente
antigénico (debajo del eje). El P138 presenta aminodcidos que estin dentro de los valores de hidrofilicidad. Ll eje de
las y representa los valores de hidrofilicidad (0-3) y el eje de las x contiene aprox. los primeros 180 aminodcidos de
Spike.
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Alineariento de Ia secuencia de los péptidos sintéticos con UNAM 2001 y Mass

Para demostrar que existia una compatibilidad de las secuencias de P103 y P138 con las secuencias
de S1 de Spike de UNAM 2001 y Mass, se alinearon con el programa ALIGN (Fig. A3). El P103 (aa 103-
116) de CA 88 se sobrepone con la misma numeraciéon de secuencia S1 del virus endémico mexicano
UNAM 2001 presentando un 90% de similitud con la variante californiana dentro de los primeros 180
aminoacidos (sin considerar la zona de N-ter de espacios o gaps). Todos los aminoacidos de esta region se
conservan fielmente, excepto por Thrl103, Asnl04, Leul0O5 y Vall06 que son sustituidos por sus
homologos Ser, Gly, Val y Thr respectivamente del virus mexicano (y Valll6 sustituida por Lys116 en
UNAM 2001). El P138 presenta aminoacidos conservados (Met, Lys, Gly, Pro, Ser, Asp, Leu, Phe, Tyr,
Asn, Leu, Thr y Val) y parecidos fisicoquimicamente (140Ser-Gln, 141Asn-Gly, 144Gly-Ser) con respecto
al sitto homologo de Spike de UNAM 2001 (Fig. A3a). El virus Mass presenta un 56% de similitud con
respecto a CA 88 dentro de los primeros 180 aminodcidos (sin considerar la zona de N-ter de gaps). El
P103 se empalma con el sitio aal03-115 de Mass y en el cual presenta las mismas sustituciones de
aminoacidos como en UNAM 2001 en Thr, Asn, Leu y Val. En cambio, en la comparaciéon con el P138 de

la variante californiana, existen gaps en Mass en el sitio 143-146 (Fig. A3b)-
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a)
CA 88

UNAM 2001

CA 88

UNAM 2001

CA 88

UNAM 2001

b)
CA 88

Mass

CA 88

Mass

CA 88

Mass

Fig. A8 Alinecamiento de CA 88 con el virus endémico mexicano UNAM 2001 (a) y con el virus de disttibucion
mundial Mass (b). Se observa una mayor similitud entre las secuencias del virus californiano y el endémico mexicano
y en oscuro, el P138. En recuadro negro se muestra la region
variable de S1. Los aminodicidos conservados se marcan con (*), los grupos polarmente fuertes se marcan con (:), los

que con Mass. kn recuadro claro se muestra el P103
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AGAIVWSKNFSAASVAMTAPVPGMQWSKSQFCTAHCNFTNLVVFVTHCFVPGNGHCPLTG

AGVIYWSKNFSASSVAMTAPGSGMSWSVSQFCTAHCNFSGVTVFVTHCFKKGAGECPLTG
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130 140 150 160 170 180
LVPQGYIRIA PVTKYNLFKSLQCVNNRTSVFLNGDLVFTSN—

LIPONYTIRISAMKOGGDSPSOLFYNLTVPVTKYPSFRSLOCVNNQTSVYLNGDLVETSNE

10 20 30 40 50 60
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—CPITGMLQKNEFLRVSAMK- NG———— LFYNLTVSVAKYPTFKSFQCVNNLTSVYLNGDL
120 130 140 150 160 170

grupos polarmente débiles se marcan con (.) y los espacios sin alinear (gaps) con (-)
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Acoplamiento de los péptidos a BSA

Los péptidos sintéticos tienen un peso molecular pequeno para inducir por si mismos una
respuesta inmune (haptenos). Es por ello que éstos se acoplaron via amino-terminal al acarreador de
albimina sérica de bovino (BSA). En la Fig. A4 se muestra la electroforesis para visualizar el acoplamiento

péptido-BSA.
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Fig. A4 Electroforesis en gel de acrilamida donde se observa el acoplamiento de ambos péptidos (P103 y P138). Las

tres primeras fracciones se obtuvo hasta 1mg/ml del conjugado. 1, marcador de peso molecular; 2, BSA (09 KD); 34,
I v 0, P103 unido a BSA; 7, 8 v 9, P138 unido a BSA.

74



ANEXO II

Tabla A2 Caracteristicas de los aislados de IBV

Cepa Pase* Titulacion (DIEw)** Loncgﬁracpn de | Volumen obtenido
proteina (mg/ml) (ml)
Massachusetts Tercero 107 11 400
UNAM 2001 Onceavo 10° 14 600

* Sub-cultivo de virus en embriones

de pollo

** Reciproco de la diluciéon del virus por unidad de volumen que resulta de la infecciéon del 50% de los embriones inoculados

Tabla A3 Caracteristicas de los antigenos y antisueros

Animal de . Cantidad de | Volumen de anti- | Titulo de |  COPcontracion del
. Antigeno , . ) anticuerpo purificado
laboratorio antigeno inoculado | suero obtenido (ul) | sus sueros (ug/)
Mass 10" EID 3,000 1:150 4.084
Aves =
UNAM 2001 10" EID 800 1:150 -
Mass 800 g 60,000 1:10,000 1.460
.. UNAM 2001 1000 pg 20,000 1:9,000 2.160
Conejos -
P103 1000 pg 6,000 - 1.05
P138 1000 pg 6,000 1:1,200 1.08
Tabla A4 Fracciones de IgY de suero de pollo inmunizado con Mass
Antisuero Mass Concentracion Antisuero Mass Concentracién
(# Fraccién) (ng/pl) (# Fraccién) (pg/pl)
1 0.189 14 3.612
2 0.341 15 3.000
3 0.243 16 2.162
4 0.285 17 1.343
5 0.240 18 0.932
6 0.882 19 0.383
7 1.466 20 0.095
8 1.564 21 0.113
9 1.681 292 0.061
10 2.326 23 0.052
11 2.625 | 24 -
12 3.150 25 0.067
13 4.084
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Fig. A5 Concentracion de IgY de aves inoculadas con Mass de cada una de las 25 fracciones obtenidas

ANEXO III

Secuencia parcial de S1 de Mass

Conf: 767557989878699988999715498892004344469997777489999948988977

Pred: CCCCCEEEEECCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCHHCCEEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCC

AA: SSPGCIVGTIHGGRVVNASSIAMTAPSSGMAWSSSQFCTAHCNESDTTVEVTHCYKYDGC
70 80 90 100 110 120

Conf: 343746588799999938848999998887888843899854885099966487715855

Pred: CCCCEECCCEEEEEEEECCEEEEEEEEECCCCCCCCEEEEECCCCEEEECCEEEECCCCE

AA: PITGMLQKNFLRVSAMKNGOLEFYNLTVSVAKYPTFKSFQCVNNLTSVYLNGDLVYTSNET
130 140 150 160 170 180

Secuencia parcial de S1 de UNAM 2001

Conf: 889664599978999986599883678655399998766379999966569988476456
Pred: EEEECCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEEEEECCCCCCCCCCC
AA: AGVIYWSKNEFSASSVAMTAPGSGMSWSVSQFCTAHCNESGVTVEFVTHCFKKGAGECPLTG
70 80 90 100 110 120

Conf: 226897899999868998760699999856788785385220686159986818883275
Pred: EECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCEEEEECCCEEEEECCEEEEECCC
AA: LIPONYIRISAMKQGGDSPSDLFYNLTVPVTKYPSFRSLOCVNNQTSVYLNGDLVFTSNE
130 140 150 160 170 180

Fig. A6 Prediccion de estructura secundaria del sitio inmunodominante de IBV a través de PsiPred. El programa
muestra el nivel de confianza (0-9) para la prediccion de la estructura secundaria de la proteina. Se muestra la
representacion de las hélices (H), hojas [ plegadas (E), y espiral al azar (C). AA, secuencia parcial de S1. En
sombreado se encuentra el clister inmunodominante caracterizado por phage display.

76



10.

11.

12.

BIBLIOGRAFIA

Adda CG, Anders RF, Tilley L, Foley M, 2002. Random sequence libraries displayed on phage:
identification of biologically important molecules. Comb Chem High Thr Screen; 5(1):1-14. Review.
Alexander DJ, Allan WH, Biggs PM, Bracewell CD, Darbyshire JH, Dawson PS, Harris AH, Jordan
FT, MacPherson I, McFerran JB, Randall CJ, Stuart JC, Swarbrick O and Wilding GP, 1983. A
standard technique for haemagglutination mnhibition tests for antibodies to avian infectious bronchitis
virus. Vet Rec; 113, 64

Alvarado IR, Villegas P, Mossos N, Jackwood MW, 2005. Molecular characterization of infectious
bronchitis virus strains 1solated i Colombia during 2003. Avian Dis; 49(4): 494-9.

AVIMEX, 2006. Disponible en: http://www.avimex.com.mx/index1.htm. [Acceso: 20 agosto de 2006]
Barbas CF 3rd, Bjorling E, Chiodi F, Dunlop N, Cababa D, Jones TM, Zebedee SL, Persson MA,
Nara PL, Norrby E, et al, 1992. Recombinant human Fab fragments neutralize human type 1
mmunodeficiency virus in vitro. Proc Natl Acad Sc1 USA.; 89(19):9339-43.

Binns MM, Boursnell ME, Cavanagh D, Pappin DJ, Brown TD, 1985. Cloning and sequencing of the
gene encoding the spike protein of the coronavirus IBV. J Gen Virol; 66 (Pt 4):719-26.

BIO-ERA, 2007. Available: http://www.bio-era.net/ [Accessed: February 16 2006]

Bishop-Hurley SL, Schmidt FJ, Erwin AL, Smith AL. Peptdes selected for binding to a virulent strain
of Haemophilus influenzae by phage display are bactericidal, 2005. Antimicrob Agents Chemother;
49(7):2972-8.

Blau DM and Holmes KV, 2001. Human coronavirus HCoV-229E enters susceptible cells via the
endocytic pathway. Adv Exp Med Biol; 494, 193.

Bochkov YA, Tost G, Massi P, Drygin VV, 2007. Phylogenetic analysis of partial S1 and N gene
sequences of infectious bronchitis virus isolates from Italy revealed genetic diversity and
recombination. Virus Genes; 35(1):65-71.

Booth CM, Matukas LM, Tomlinson GA et a/, 2003. Clinical features and short-term outcomes of 144
patients with SARS in the greater Toronto area. JAMA; 289:2801-9.

Botchenko GV, Bochkov IA., Lugovskaia NN, Frolov SV, Drygin VV, Borisov AV, 2006. Biological

properties of the chick bronchitis virus 1solated in Russia. Vopr Virusol; 51(1) 45-8.

. Brown WC, Bryton KA, Styer CM, Palmer GH, 1993. The hypervariable region of Anaplasma

marginale major surface protein 2 (MSP2) contains immunodominant CD4+ T lymphosyte epitopes
that elicit variant -specific proliferative and IFN-gamma responses in MSP2 vaccination. J Immunol;

170: 3790-3798.

77


http://www.avimex.com.mx/index1.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bishop-Hurley%20SL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schmidt%20FJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Erwin%20AL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Smith%20AL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Antimicrob%20Agents%20Chemother.');

14.

16.

17.

18.

19.

28.

29.

30.

Buchholz UJ, Bukreyev A, Yang L, Lamirande EW, Murphy BR, Subbarao K, Collins PL, 2004.
Contributions of the structural proteins of severe acute respiratory syndrome coronavirus to protective
mmmunity. Proc Natl Acad Sc1 U S A.; 101(26):9804-9.

Buchwald UK, Lees A, Steinitz M and Pirofski L, 2005. A peptide mimotope of type 8 pneumococcal
capsular polysaccharide induces a protective immune response in mice. Infect Immun; 73, 325-333
Butcher GD, Shapiro DP and Miles RD, 2002. Bronchitis Virus: Classical and Variant Strains. Ed.
IFAS Extension, University of Florida USA.

Casais R, Dove B, Cavanagh D and Britton P, 2003. A recombinant avian infectious bronchitis virus
expressing a heterologous spike gene demonstrates that the spike protein i1s a determinant of cell
tropism. J Virol; 77, 9084-9089.

Casey JL, Coley AM, Street G, Parisi K, Devine PL, Foley M, 2006. Peptide mimotopes selected from
a random peptide library for diagnosis of Epstein-Barr virus infection. J Clin Microbiol; 44(3):764-71.
Cavanagh D and Naqi SA, 1997. Infectious bronchitis In: Calnek BW (ed) Diseases of Poultry, 10" ed.
Mosby-Wolfe, London, pp 511-526.

Cavanagh D and Naqui S, 2003. Infectious bronchitis. In: Saif YM, Barnes HJ, Gisson JR, Fadly AM,
McDougald LR, Swayne DE (eds) Diseases in poultry. Iowa State Press, Ames, 101-119.

Cavanagh D, 1981. Structural polypeptides of coronavirus IBV. J Gen Virol; 53(Pt 1):93-103.
Cavanagh D, 1983. Coronavirus IBV: structural characterization of the spike protein. J Gen Virol; 64
(Pt 12):2577-83.

Cavanagh D, 1985. Viral and bacterial vectors of immunogenes. Vaccine; 3(1):45-8.

Cavanagh D, 2003. Severe acute respiratory syndrome vaccine development: experiences of
vaccination against avian infectious bronchitis coronavirus Avian Pathol; 32(6): 567-82. Review.
Cavanagh D, 2005. Coronaviruses of poultry and other birds. Avian Pathol; 34 (6), 439-448.

Cavanagh D, 2007. Coronavirus avian infectious bronchitis virus. Vet Res; 38, 281-297.

Cavanagh D, Davis P] and Cook JK, 1990. Molecular basis of the variation exhibited by avian
infectious bronchitis coronavirus (IBV). Adv Exp Med Biol; 276:369-72.

Cavanagh D, Davis PJ, Darbyshire JH, Peters RW, 1986. Coronavirus IBV: virus retaining spike
glycopolypeptide S2 but not S1 1s unable to induce virus-neutralizing or haemagglutination-inhibiting
antibody, or induce chicken tracheal protection. J Gen Virol; 67 (Pt 7):1435-42.

Cavanagh D, Davis PJ, Mockett AP, 1988. Amino acids within hypervariable region 1 of avian
coronavirus IBV (Massachusetts serotype) spike glycoprotein are associated with neutralization
epitopes. Virus Res; 11(2):141-50.

Cavanagh D, Davis PJ, Pappin DJ, Binns MM, Boursnell ME, Brown TD, 1986. Coronavirus IBV:

partial amino terminal sequencing of spike polypeptide S2 identifies the sequence Arg-Arg-Phe-Arg-

78


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Casey%20JL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Coley%20AM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Street%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Parisi%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Devine%20PL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Foley%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Clin%20Microbiol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cavanagh%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Davis%20PJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Darbyshire%20JH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Peters%20RW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

31.

32.

33.

34.

36.
37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Arg at the cleavage site of the spike precursor propolypeptide of IBV strains Beaudette and M41. Virus
Res; 4(2):133-43.

Cavanagh D, Elus MM and Cook JKA, 1997. Relationship between sequence variation in the S1 spike
protein of infectious bronchitis virus and the extent of cross-protection in vivo. Avian Pathol; 26:63-74.

Cavanagh D, Mawditt K, Adzhar A, Gough RE, Picault JP, Naylor CJ, Haydon D, Shaw K, Britton P,
1998. Does IBV change slowly despite the capacity of the spike protein to vary greatly? Adv Exp Med
Biol; 440:729-34.

Cavanagh, D, Davis, P.J & Cook, JKA, 1992. Infectious bronchitis virus: evidence for recombination
within the Massachusetts serotype. Avian Pathol; 21: 401- 408.

Chan SW and Nathan S, 2005. Epitope mapping of Burkholderia pseudomaller serine
metalloprotease: identification of serine protease epitope mimics. FEMS Immunol Med Microbiol; 43,

37-44.

5. Chang SH, Bae JL, Kang TJ, Kim J, Chung GH, Lim CW, Laude H, Yang MS, Jang YS, 2002.

Identification of the epitope region capable of inducing neutralizing antibodies against the porcine
epidemic diarrhea virus. Mol Cells;14(2):295-9.

Chinese SARS Molecular Epidemiology Consortium, 2004. Science; 303:1666-69.

Code of Federal Regulations (Title 9), 2007. Animals and Animal Products. Pt. 200-IEnd, Revised as of
January 1, 2007 (English) USA.

Collisson EW, Parr RL, L1 W, 1992. An overview of the molecular characteristics of avian infectious
bronchitis virus. Poult Sci Rev; 4: 41-55.

Cook JKA, 1984. The classification of new serotypes of infectious bronchitis virus isolated from
poultry flocks in Britain between 1981 and 1983 Avian Pathol; 13:733-741.

Cook JKA, Chesher J, Baxendale W, Greenwood N, Huggins MB and Orbell SJ, 2001. Protection of
chickens against renal damage caused by a nephropathogenic infectious bronchitis virus Avian Pathol;
30:423-426.

Cook JKA, Darbyshire JH and Peters RW, 1976. The use of chicken tracheal organ cultures for the
1solation and assay of avian infectious bronchitis virus. Arch Virol; 50: 109-118.

Cook JKA, Orbell §J, Woods M. and Huggins M, 1999. Breadth of protection of the respiratory tract
provided by different live-attenuated infectious bronchitis vaccines agamnst challenge with infectious
bronchitis viruses of heterologous serotypes. Avian Pathol; 28:477-485.

Corapt WV, Darteil RJ, Audonnet JC and Chappuis GE, 1995. Localization of antigenic sites of the S
glycoprotein of feline infectious peritonitis virus involved in neutralization and antibody-dependent

enhancement. J Virol; 69:2858-2862.

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chang%20SH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bae%20JL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kang%20TJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kim%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chung%20GH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lim%20CW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Laude%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yang%20MS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jang%20YS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Cells.');

44.

46.

47.

48.

49.

57.

Correa I, Jimenez G, Sune C, Bullido MJ, and Enjuanes L, 1988. Antigenic structure of the E2
glycoprotein from transmissible gastroenteritis coronavirus. Virus Res; 10, 77-93.

Corse E, and Machamer CE, 2000. Infectious bronchitis virus E protein is targeted to the Golgi
complex and directs release of virus-like particles. J Virol; 74:4319-4326.

Darbyshire JH, Cook JK, Peters RW, 1978. Growth comparisons of avian infectious bronchitis virus
strains in organ cultures of chicken tissues Arch Virol; 56(4):317-25.

de Kruif J, Terstappen L, Boel E, Logtenberg T, 1995. Rapid selection of cell subpopulation-specific
human monoclonal antibodies from a synthetic phage antibody library. Proc Natl Acad Sci USA;
92(9): 3938-42.

Deitsch KW, Moxon ER, Wellems TE, 1997. Sheared themes of antigenic variation and virulence in
bacterial, protozoal, and fungal infections. Review, Microbiol Mol Biol; 61:281.

Delmas B, Gelfi J, and Laude H, 1986. Antigenic structure of transmissible gastroenteritis virus II.
Domains in the peplomer glycoprotein. J Gen Virol; 67, 1405—1418.

Delmas B, Rasschaert D, Godet M, Gelfi J, and Laude H, 1990. Four major antigenic sites of the
coronavirus transmissible gastroenteritis virus are located on the aminoterminal half of spike
glycoprotein S. J Gen Virol; 71, 1313-1323.

Ding Y, He L, Zhang Q, et al, 2004. Organ distribution of severe acute respiratory syndrome (SARS)
associated coronavirus (SARS-CoV) in SARS patients: implications for pathogenesis and virus
transmission pathways. J Pathol; 203(2):622-30.

Domanska-Blicharz K, Minta Z, Smietanka K and Porwan T, 2006. New variant of IBV m Poland.
New variant of IBV in Poland. Vet Rec; 158 (23): 808.

Dorgham K, Dogan I, Bitton N, Parizot C, Cardona V, Debré P, Hartley O, Gorochov G, 2005.
Immunogenicity of HIV type 1 gpl20 CD4 binding site phage mimotopes. AIDS Res Hum
Retroviruses;21(1):82-92.

Dower W], Cwirla SE, 1994. Epitope mapping using libraries of random peptide displayed on phage.
In: Wisdom GB, editor. Peptide antigens: A practical approach. Ed IRL Press, Oxford Univ Press
New York, 219-43.

Drosten C, Gunther S, Preiser W' er al, 2003. Identification of a novel coronavirus in patients with
severe acute respiratory syndrome. N Engl ] Med; 348:1967-76.

Dybwad A, Bogen B, Natvig JB, Forre O, Sioud M, 1995. Peptide phage libraries can be an efficient
tool for 1dentifying antibody ligands for polyclonal antisera. Clin Exp Immunol; 102(2):438-42.
ENGORMIX, 2006. Available: http://www.engormix.com/s_avicultura.htm. [Acceso 20 Agosto 2006].

80


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dorgham%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dogan%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bitton%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Parizot%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cardona%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Debr%C3%A9%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hartley%20O%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gorochov%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'AIDS%20Res%20Hum%20Retroviruses.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'AIDS%20Res%20Hum%20Retroviruses.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'AIDS%20Res%20Hum%20Retroviruses.');
http://www.engormix.com/s_avicultura.htm

59.

60.

61.
62.

64.

66.

67.

68.

70.

71.

Escorcia SM, 1999. Caracterizacién molecular de virus de bronquitis infecciosa aviar de aislamiento en
México. Tesis para obtener el grado de Maestria en Ciencias Veterinarias, Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México.

Escorcia M, Jackwood MW, Lucio B, Petrone VM, Loépez C, Fehervari T, Tellez G, 2000.
Characterization of Mexican strains of avian infectious bronchitis isolated during 1997. Avian Dis;
44(4):944-7.

Farsang A, Ros C, Renstrom LH, Baule C, Soés T, Belik S, 2002. Molecular epizootiology of
infectious bronchitis virus in Sweden indicating the involvement of a vaccine strain. Avian Pathol;
31(3):229-36.

Felsenstein J, 1989: PHYLIP: Phylogeny Inference Package. Cladistics; 5:164-166.

Folgon A, Tafi R, Meola A, Felia F, Galfré G, Cortese R, Monaci P and Nicosia A, 1994. A general
strategy to identify mimotopes of pathological antigens using only random peptide libraries and human
sera. EMBO J; 13(9):2236-43.

Galfre G, Monaci P, Nicosia A, Luzzago A, Felici F, Cortese R, 1996. Immunization with phage-
displayed mimotopes. Meth Enzymol; 267:109-15.

Gallagher TM and Buchmeier MJ, 2001. Coronavirus spike proteins in viral entry and pathogenesis.
Virology; 279:371.

Gazarian K, Gazarian T, Solis G, 2000. Epitope mapping on N-terminal region of 7aenia solnum
paramyosin. Immunol Lett; 72:191-5.

Gazarian KG, Rowley MJ, Gazarian TG, Sotelo J, Garcia-Mendoza E, Hernandez R, 2001. Post-
panning computer-aided analysis of phagotope collections selected with neurocysticercosis patient
polyclonal antibodies: separation of disease-relevant and irrelevant peptide sequences. Comb Chem
High Thr Screen;4(3):221-35.

Gazarian T, Selisko B, Hérion O, Gazarian K, 2001. Isolation and structure-funtional characterization
of phage display library-derived momotopes of noxiustoxin, a neurotoxin of the scorpion Centurordes
noxius. Mol Immunol; 37:755-66.

Gelb J Jr, Ladman BS, Tamayo M, Gonzalez M, Sivanandan V, 2001. Novel infectious bronchitis virus
S1 genotypes in Mexico 1998-1999. Avian Dis; 45(4):1060-3.

Geysen HM, Rodda SJ, Mason TJ. A priori delineation of a peptide which mimics a discontinuous
antigenic determinant. Mol Immunol. 1986 Jul;23(7):709-15.

Gharaibeh S, 2006. Infectious bronchitis virus serotypes in poultry flocks in Jordan. Ed Preventive
Veterinary Medicine, 8p.

Gorbalenya AE, Snijder FJ and Spaan W], 2004. Severe acute respiratory syndrome coronavirus

phylogeny: toward consensus. J Virol; 78:7863-7866.

81


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12396345?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Mol%20Immunol.');

72.

73.

74.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Greenwood J, Hunter GJ and Perham RN, 1991. Regulation of filamentous bacteriophage length by
modification of electrostatic interactions between coat protein and DNA. J Mol Biol; 217:223-227.
Guan Y, Zheng BJ, He YQ et al, 2008. Isolation and Characterization of Viruses Related to the SARS
Coronavirus from Animals in Southern China. Science; 302:276-78

Guex N and Peitsch MC, 1997. SWISS-MODEL and the Swiss-PdbViewer: An environment for
comparative protein modeling. Electrophoresis; 18, 2714-2723.

Hajjema B.J, Volders H and Rottier P.J, 2004. Live, attenuated coronavirus vaccines through the
directed deletion of group-specific genes provide protection against feline infectious peritonitis. J Virol;
78, 3863-3871.

Harlow E and Lane D, 1988. Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory
Press; 1" ed; 726 pages.

He Y, Lu H, Siddiqui P, Zhou Y, Jiang S, 2005. Receptor-binding domain of severe acute respiratory
syndrome coronavirus spike protein contains multiple conformation-dependent epitopes that induce
highly potent neutralizing antibodies. ] Immunol; 174(8):4908-15.

He Y, Zhou Y, Wu H, Luo B, Chen J, Li W, Jiang S, 2004. Identification of immunodominant sites
on the spike protein of severe acute respiratory syndrome (SARS) coronavirus: implication for
developing SARS diagnostics and vaccines. ] Immunol; 15; 173 (6):4050-7.

Hodgson T, Casais R, Brtton P and Cavanagh D, 2004. Recombinant infectious bronchitis
coronavirus Beaudette with the spike protein gene of the pathogenic M41 strain remains attenuated
but induces good protective immunity. J Virol; 78, 13804-13811.

Hofstad MS, 1981. Cross-immunity in chickens using seven isolates of avian infectious bronchitis virus.
Avian Dis; 25(3):650-4.

Holmes KV, 2003. SARS coronavirus: a new challenge for prevention and therapy. J Clin Investig;
111:1605-1609.

Hopp TP and Woods KR, 1981. Prediction of protein antigenic determinants from amino acid
sequences. Proc Natl Acad Sci USA; 78:3824-3828.

Humbert M, Antoni S, Bnll B, Landersz M, Rodes B, Soriano V, Wintergerst U, Knechten H,
Staszewski S, von Laer D, Dittmar MT, Dietrich U, 2007. Mimotopes selected with antibodies from
HIV-1-neutralizing long-term non-progressor plasma. Eur ] Immunol; 37(2):501-15.

Ignjatovic J, McWaters PG, 1991. Monoclonal antibodies to three structural proteins of avian
mfectious bronchitis virus: characterization of epitopes and antigenic differentiation of Australian
strains. J Gen Virol; 72 (Pt 12):2915-22.

Ignjatovic J and Sapats S, 2005. Identification of previously unknown antigenic epitopes on the S and

N proteins of avian infectious bronchitis virus. Arch Virol; 150:1813-31.

82


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22He%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zhou%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wu%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Luo%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chen%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Li%20W%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jiang%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Immunol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Humbert%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Antoni%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Brill%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Landersz%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rodes%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Soriano%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wintergerst%20U%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Knechten%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Staszewski%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22von%20Laer%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dittmar%20MT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dietrich%20U%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Eur%20J%20Immunol.');

86.

87.

88.

89.

90.

91.

93.

94.

96.

97.

98.

Ignjatovic J, Gould G and Sapats S, 2006. Isolation of a variant infectious bronchitis virus in Australia
that further illustrates diversity among emerging strains. Arch Virol; 151(8): 1567-85.
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2004. 19.0.1. Coronaviruses
(on lne). ICTVdB. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/19010000.htm
[Accessed: 20 January 2007].

INTERVET MEXICO, 2006. Available: http://www.intervet.com.mx/species/poultry.asp. [Accessed:
20 August 2006].

Jackwood MW, Hilt DA, Callison SA, 2003. Detection of infectious bronchitis virus by real-ime
reverse transcriptase-polymerase chain reaction and identification of a quasispecies in the Beaudette
strain. Avian Dis; 47(3):718-24.

Jackwood MW, Hilt DA, Lee CW, Kwon HM, Callison SA, Moore KM, Moscoso H, Sellers H,
Thayer S, 2005. Data from 11 years of molecular typing infectious bronchitis virus field isolates. Avian
Dis 49(4): 614-18.

Janin J, Wodak S, Levitt M and Maigret B, 1978. Conformation of Amino Acid Side-chains mn
Proteins. J. Mol. Biol. 125:357-386.

. Johnson MA, Pooley C, Ignjatovic J, Tyack SG, 2003. A recombinant fowl adenovirus expressing the

S1 gene of infectious bronchitis virus protects against challenge with infectious bronchitis virus.
Vaccine; 21(21-22):2730-6.

Jolivet-Reynaud C, Adida A, Michel S, Deléage G, Paranhos-Baccala G, Gonin V, Battail-Poirot N,
Lacoux X, Rolland D, 2004. Characterization of mimotopes mimicking an immunodominant
conformational epitope on the hepatitis C virus NS3 helicase. ] Med Virol; 72(3):385-95.

Jonassen CM, Jonassen TO, Grinde B, 1998. A common RNA motif in the 3' end of the genomes of
astroviruses, avian infectious bronchitis virus and an equine rhinovirus.] Gen Virol; 79 (Pt 4):715-8.
Jones DT, 1999. Protein secondary structure prediction based on position-specific scoring matrices. J
Mol Biol; 292. 195-202.

Jordi BJ, Kremers DA, Kusters HG, van der Zeyst BA, 1989. Nucleotide sequence of the gene coding
for the peplomer protein (=spike protein) of infectious bronchitis virus, strain D274. Nucl Ac Res;
17(16):6726.

Juhan RJ, Willis NG, 1969. The nephrosis-nephritis syndrome in chickens caused by. a Holte strain of
mfectious bronchitis virus. Can Vet ]J; 10: 18-19.

Kant A, Koch G, van Roozelar D], Kusters JG, Poelwi FAJ and van der Zejst BAM, 1992. Location
of antigenic sites defined by neutralizing monoclonal antibodies on the S1 avian infectious bronchitis

virus. J Gen Virol; 73: 591-96.

83


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/19010000.htm
http://www.intervet.com.mx/species/poultry.asp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jackwood%20MW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hilt%20DA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Callison%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Avian%20Dis.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jolivet-Reynaud%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Adida%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Michel%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Del%C3%A9age%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Paranhos-Baccala%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gonin%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Battail-Poirot%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lacoux%20X%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rolland%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Med%20Virol.');

99.

100.

101.

102.

103.

104.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Karaca K, Naqi S, Gelb J Jr., 1992. Production and characterization of monoclonal antibodies to three
infectious bronchitis virus serotypes. Avian Dis; 36(4):903-15.

Keeler CL Jr, Reed KL, Nix WA, Gelb J Jr., 1998.Serotype identification of avian infectious bronchitis
virus by RT-PCR of the peplomer (S-1) gene. Avian Dis; 42(2):275-84.

Kingham BF, Keeler CL Jr, Nix WA, Ladman BS, Gelb J Jr, 2000. Identification of avian infectious
bronchitis virus by direct automated cycle sequencing of the S-1 gene. Avian Dis; 44(2):325-35.

Knipe DM and Howley PM, 2001. Fields Virology. New York: Lippincott Willlams & Wilkins. Vol 1,
4" ed.

Koch G, Hartog L, Kant A, van Roozelaar DJ, 1990. Antigenic domains on the peplomer protein of
avian infectious bronchitis virus: correlation with biological functions. ] Gen Virol; 71 (Pt 9):1929-35.
Kubo H, Yamada YK, Taguchi F, 1994. Localization of neutralizing epitopes and the receptor-binding
site within the amino-terminal 330 amino acids of the murine coronavirus spike protein. J Virol;

68(9):5403-10.

5. Kusters J, Jager E, Lenstra JA, Koch G, Posthumus WP, Meloen RH, van der Zeyst BA, 1989.

Analysis of an immunodominant region of mfectious bronchitis vIrus
al. J Immunol; 143: 2692-2698.

Kyte J and Doolittle RF, 1982. A simple method for displaying the hydropathic character of a protein.
J Mol Biol; 157:105-132.

Ladman B, Loupos A and Gelb J, 2006. Infectious bronchitis virus S1 gene sequence comparison 1s a
better predictor of challenge of immunity in chickens than serotyping by virus neutralization. Avian
Pathol; 35(2), 127-133.

Landman WJM and Feberwee A, 2004. Aerosol-induced Mycoplasma synoviae arthritis: the
synergistic effect of infectious bronchitis virus infection. Avian Pathol; 33:591-598.

Larralde OG, Martinez R, Camacho F, Amin N, Aguilar A, Talavera A, Stott DI, Perez EM, 2007.
Identification of hepatitis A virus mimotopes by phage display, antigenicity and immunogenicity. J
Virol Methods; 140(1-2):49-58.

Lee CW, Hilt DA, Jackwood MW, 2003. Typing of field 1solates of infectious bronchitis virus based
on the sequence of the hypervariable region in the S1 gene. J Vet Diagn Invest; 15(4):344-8.

Lee ND, Hui A; Wu P; Chan P, Cameron GM, Joynt A, Ahuja MY, Yung CB, Leung KF, To SF, Lui
CC, Szeto S, Chung A and Sung JJ. 2003. A major outbreak of severe acute respiratory syndrome in
Hong Kong. N Engl ] Med; 348:1986-1994.

Lehmann D, Sodoyer R, Leterme S, 2004. Characterization of BoHV-1 gk envelope glycoprotein

mimotopes obtained by phage display. Vet Microbiol. 104(1-2):1-17.

84


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kubo%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yamada%20YK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Taguchi%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Virol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Martinez%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Camacho%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Amin%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Aguilar%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Talavera%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Stott%20DI%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Perez%20EM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Virol%20Methods.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Virol%20Methods.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Virol%20Methods.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lehmann%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sodoyer%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Leterme%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vet%20Microbiol.');

113

114.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.
126.

127.

. Lenstra JA, Kusters JG, Koch G, van der Zejst BA, 1989. Antigenicity of the peplomer protein of
infectious bronchitis virus. Mol Immunol; 26(1):7-15.
Lewicki DN, Gallagher TM, 2002. Quaternary structure of coronavirus spikes in complex with

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule cellular receptors. J Biol Chem;

277(22):19727-34.

5.1a F, Li W, Farzan M, Harrison SC. Structure of SARS coronavirus spike receptor-binding domain

complexed with receptor, 2005. Science; 309(5742):1864-8.

Li G, Zhao 7, Chen L et al. 2003. Mild severe acute respiratory syndrome. Emerg Infect Dis; 9:1182-
83.

Li W, Zhang C, Sui J, Kuhn JH, Moore M], Luo S, Wong SK, Huang IC, Xu K, Vasilieva N,
Murakami A, He Y, Marasco WA, Guan Y, Choe H, Farzan M, 2005. Receptor and viral
determinants of SARS-coronavirus adaptation to human ACEZ2. EMBO J; 24, 1634.

Li W, Shi Z, Yu M, Ren W, Smith C et al, 2005. Bats are natural reservoirs of SARS-like
coronaviruses. Science; 310(5748):676-9.

Li G, Chen X and Xu A, 2003. Profile of specific antibodies to the SARS associated coronavirus. N
Engl ] Med; 349:508.

Li W, Moore M], Vasilieva N, Sui J, Wong SK, Berne MA, Somasundaran M, Sullivan JL, Luzuriaga
K, Greenough TC, Choe H and Farzan M, 2003. Angiotensin-converting enzyme 2 is a functional
receptor for the SARS coronavirus. Nature; 426:450-454.

Lin CW, Wu SC, 2004. Identification of mimotopes of the Japanese encephalitis virus envelope
protein using phage-displayed combinatorial peptide library. J] Mol Microbiol Biotechnol; 8(1):34-42.
Liu SW, Zhang QX, Chen JD, Han ZX, Liu X, Feng L, Shao YH, Rong JG, Kong XG, Tong GZ,
2006. Genetic diversity of avian infectious bronchitis coronavirus strains isolated in China between
1995 and 2004. Arch Virol; 151(6):1133-48.

Marra MA, Jones §J, Astell CR er al, 2003. The Genome sequence of the SARS-associated
coronavirus. Science; 300:1399-404

Mase M, Tsukamoto K, Imai K and Yamaguchi S, 2004. Phylogenetic analysis of infectious bronchitis
virus strains isolated in Japan. Arch Virol; 149(10): 2069-78.

Matthys MGR, van Eck JHH, Landman WJM, and Stegeman JA. 2003. Avian Pathol; 32: 473-481
McFerran and McNulty, 1993. Virus Infections of Birds. Ed Elsevier, The Netherlands. Vol 4: 247-
271.

Meola A, Delmastro P, Monaci P, Luzzago A, Nicosia A, Felicl F, Cortese R, Galfre G, 1995.
Derivation of vaccines from mimotopes. Immunologic properties of human hepatitis B virus surface

antigen mimotopes displayed on filamentous phage. .J Immunol; 154(7):3162-72.

85


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Science.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xu%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Murakami%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22He%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Marasco%20WA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Choe%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=15741739&ordinalpos=23&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

1309.

140.

Mockett AP and Darbyshire JH, 1981. Comparative studies with an enzyme-linked immunosorbent
assay ELISA for antibodies to avian infectious bronchitis virus. Avian Pathol; 10:1-10

Mockett AP, Cavanagh D, Brown TD, 1984. Monoclonal antibodies to the S1 spike and membrane
proteins of avian infectious bronchitis coronavirus strain Massachusetts M41. J Gen Virol; 65 (Pt
12):2281-6.

Moore KM, Jackwood MW, Hilt DA, 1997. Identification of amino acids involved in a serotype and
neutralization specific epitope within the s1 subunit of avian infectious bronchitis virus. Arch Virol; 142
(11):2249-56.

Nédellec P, Dveksler GS, Daniels E, Turbide C, Chow B, Basile AA, Holmes KV and Beauchemin
N, 1994. Bgp2, a new member of the carcinoembryonic antigen-related gene family encodes an
alternative receptor. J Virol; 68(7):4525-37

Nichol ST, Arikawa J, Kawaoka Y, 2000. Emerging viral diseases. Proc Natl Acad Sc USA;
97(23):12411-2.

Nie QH, Luo KD, Zhang JZ and Su Q, 2003. Current status of severe acute respiratory syndrome in
China. World J. Gastroenterol; 9:1635-164)5.

Niesters HG, Bleumink-Pluym NM, Osterhaus AD, Horzinek MC, van der Zeyst BA, 1987. Epitopes
on the peplomer protein of infectious bronchitis virus strain M41 as defined by monoclonal
antibodies. Virology; 161:2, 511-519.

Niesters HG, Lenstra JA, Spaan W], Zijderveld AJ, Bleumink-Pluym NM, Hong F, van Scharrenburg
GJ, Horzinek MC, van der Zeyst BA, 1986. The peplomer protein sequence of the M41 strain of
coronavirus IBV and its comparison with Beaudette strains. Virus Res; 5(2-3):253-63.
Palacios-Rodriguez Y, Gazarian T, Rowley M, Majluf-Cruz A, Gazarian K, 2007. Collection of phage-
peptide probes for HIV-1 immunodominant loop-epitope. ] Microbiol Meth; 68:225-35.

Parr RL and Collissor EW, 1993. Epitopes on the spike protein of a nephropathogenic strain of
mfectious bronchitis virus. Arch Virol; 133(3-4):369-83.

Parsons D, Ellis MM, Cavanagh D and Cook JKA, 1992. Characterisation of an avian ifectious
bronchitis virus isolated from IB-vaccinated broiler breeder flocks. The Veterinary Record; 131, 408-
411.

Pensaert M and Lambrechts C, 1994. Vaccination of chickens against a Belgian nephropathogenic
strain of infectious bronchitis virus B1648 using attenuated homologous and heterologous strains.
Avian Pathol; 23:631-641.

Petit MA, Jolivet-Reynaud C, Peronnet E, Michal Y, Trépo C, 2003. Mapping of a conformational
epitope shared between El and E2 on the serum-derived human hepatitis C virus envelope. J Biol

Chem; 278(45):44385-92.

86


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Petit%20MA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jolivet-Reynaud%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Peronnet%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Michal%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tr%C3%A9po%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Prabakaran P, Gan J, Feng Y, Zhu Z, Choudhry V, Xiao X, Ji X, Dimitrov DS, 2006. Structure of
severe acute respiratory syndrome coronavirus receptor-binding domain complexed with neutralizing
antibody. J Biol Chem; 281(23):15829-36.

Pudney VA, Leese A, Rickinson and Hislop A, 2005. CD8+ immunodominance among Epstein-Barr
virus lytic cycle antigens directly reflects the efficiency of antigen presentation in lytically infected cells. J
Exp Med; 201: 349-360.

Roccasecca R, Folgori A, Ercole BB, Puntoriero G, Lahm A, Zuchelli S er a/, 2001. Mimotopes of the
hyper variable region 1 of the hepatitis C virus induce cross-reactice antibodies directed against
discontinuous epitopes. Molec Immunol; 38: 485-92.

Rosenberger JK, Alphin RL and Krauss WC, 1976. Cross-protection studies with a Holland strain
(Nobilis H-52) of infectious bronchitis virus. Avian Dis; 20: 199-201.

Rota PA, Oberste MS, Monroe SS et al, 2003. Characterization of a novel coronavirus associated with
severe acute respiratory syndrome. Science; 300: 1394-99

Sapats SI, Ashton F, Wright PJ, Igmatovic J, 1996. Sequence analysis of the S1 glycoprotein of
mfectious bronchitis viruses: identification of a novel genotypic group in Australia. J] Gen Virol; 77:
413-418.

Schalk AF and Hawn MC, 1931. An apparently new respiratory disease of baby chicks. Journ. Am.
Vet. Med. Assn; 78:413.

Schikora BM, Shih LM and Hietala SK, 2003. Genetic diversity of avian infectious bronchitis virus
California variants isolated between 1988 and 2001 based on the S1 subunit of the spike glycoprotein.
Arch Virol; 148: 115-136.

Scott JK, Smith GP, 1990. Searching for peptide ligands with an epitope library. Science; 249(4967):
386-90.

Smith G, 2001. Selection versus design in chemical engineering. Nobel Centennial Symposia "Frontiers

of Molecular Science" December 4-7, 2001.

. Smith GP, 1985. Filamentous fusion phage: novel expression vectors that display cloned antigens on

the virion surface. Science; 228(4705):1315-7.

. Smith GP, Petrenko VA, 1997. Phage Display. Chem Rev; 97(2):391-410.

. Smith GP, Scott JK. Libraries of peptides and proteins displayed on filamentous phage. Meth

Enzymol; 217:228-57.

. Solis CF, Ostoa-Saloma P, Lugo-Martinez VH, Johnston SA, Laclette JP, 2005. Genetic vaccination
g

against murine cysticercosis by using a plasmid vector carrying 7aenia solium paramyosin. Infect

Immun; 73(3):1895-7.

87


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Prabakaran%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gan%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Feng%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zhu%20Z%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Choudhry%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xiao%20X%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ji%20X%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dimitrov%20DS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Smith%20GP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Scott%20JK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Methods%20Enzymol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Methods%20Enzymol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Methods%20Enzymol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sol%C3%ADs%20CF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ostoa-Saloma%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lugo-Mart%C3%ADnez%20VH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Johnston%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Laclette%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Infect%20Immun.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Infect%20Immun.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Infect%20Immun.');

155.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.
165.
166.

167.

168.

Song CS, Lee Y], Lee CW, Sung HW, Kim JH, Mo IP, Izumiya Y, Jang HK and Mikami T, 1998.
Induction of protective immunity i chickens vaccinated with infectious bronchitis virus SI

glycoprotein expressed by a recombinant baculovirus. J Gen Virol; 79:719-723.

. Spiga O, Bernini A, Ciutt A, Chiellini S, Menciassi N, Finetti F, Causarono V, Anselmi F, Prischi F,

Niccolai N, 2003. Molecular modelling of S1 and S2 subunits of SARS coronavirus spike glycoprotein.
Biochem Biophys Res Commun; 310(1):78-83.

. Spiga O, Padula MG, Scarseli M, Ciutti A, Bernini A, Venditti V, Prischi F, Falciami C, Lozz L,

Bracci L, Valensin PE, Caudai C, Niccolai N. Structurally driven selection of human hepatitis C virus
mimotopes, 2006. Antivir Ther; 11(7):917-22.

Stadler K, Masignani V, Eickmann M, Becker S, Abrignani S, Klenk HD, Rappuoli R., 2003. SARS--
beginning to understand a new virus. Nat Rev Microbiol;1(3):209-18.

Stavrinides J, Guttman DS, 2004. Mosaic evolution of the severe acute respiratory syndrome
coronavirus J Virol; 78(1):76-82.

Steffens WL, 1998. Available: http://www.vet.uga.edu/IVCVM/1998/steffens/steffens.htm. [Accessed:
13 January 2006].

Steward MW, Stanley CM, Obeid OF, 1995. A mimotope from a solid-phase peptide library induces
a measles virus-neutralizing and protective antibody response. J Virol; 69(12):7668-73.

Stockman LJ, Bellamy R, Garner P, 2006. SARS: systematic review of treatment effects. PLoS Med;
3(9): 343.

Sui J, L1 W, Murakami A, Tamin A, Matthews LJ, Wong SK, Moore MJ, Tallarico AS, Olurinde M,
Choe H, Anderson 1J, Bellimt W], Farzan M, Marasco WA, 2004. Potent neutralization of severe
acute respiratory syndrome (SARS) coronavirus by a human mAb to S1 protein that blocks receptor
association. Proc Natl Acad Sc1 USA; 101: 2536.

Talbot PJ, Levy GA (Eds.), 1995. Corona and related viruses. Plenum Press, New York, pp. 95-98.
Thiel V (editor), 2007. Coronaviruses: Molecular and Cellular Biology, 1" ed, Caister Academic Press.
Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ, 1994. CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive
multiple sequence alignment through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight
matrix choice. Nucleic Acids Res; 22:4673-4680.

Toldo Luca, 1997. Antigenicity Plot  based on C code. Available at:
http://members.aol.com/ ht a/lucatoldo/mvhomepage/JaMBW/3/1/7/index.html. [Accessed: 1
December 2007]

Tripet B, Howard M, Jobling M, Holmes R, Holmes K., and Hodges R, 2004. Structural

characterization of the SARS-Coronavirus Spike S fusion protein core. J Biol Chem; 279(20): 20836-
20849.

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Spiga%20O%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Padula%20MG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Scarselli%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ciutti%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bernini%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Venditti%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Prischi%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Falciani%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lozzi%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bracci%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Valensin%20PE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Caudai%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Niccolai%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Antivir%20Ther.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Stadler%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Masignani%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Eickmann%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Becker%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Abrignani%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Klenk%20HD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rappuoli%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Nat%20Rev%20Microbiol.');
http://www.vet.uga.edu/IVCVM/1998/steffens/steffens.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Steward%20MW%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Stanley%20CM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Obeid%20OE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Virol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sui%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Li%20W%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Murakami%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tamin%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Matthews%20LJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wong%20SK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Moore%20MJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tallarico%20AS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Olurinde%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Choe%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Anderson%20LJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bellini%20WJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Farzan%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Marasco%20WA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://members.aol.com/_ht_a/lucatoldo/myhomepage/JaMBW/3/1/7/index.html

169.

170.

171.

172.

173.
174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

Tripp RA, Haynes LM, Moore D, Anderson B, Tamin A et al, 2005. Monoclonal antibodies to
SARS-associated coronavirus (SARS-CoV): identification of neutralizing and antibodies reactive to S,
N, M and E viral proteins J Virol Meth; 128(1-2):21-8.

Tsa1 JC, Zelus BD, Holmes KB, Weiss SR, 2003. The N-terminal domain of the murine coronavirus
spike glycoprotein determines the CEACAMI receptor specificity of the virus strain. J Virol; 77, 841.
Tsui PT, Kwok ML, Yuen H and Lai ST, 2003. Severe acute respiratory syndrome: clinical outcome
and prognostic correlates. Emerg Infect Dis; 9:1064-1069.

van den Brink EN, ter Meulen J, Cox F, Jongeneelen MAC, Thysse A, Throsby M, Marissen WE,
Rood PML,, Bakker ABH, Gelderblom HR ef a/, 2005. Molecular and Biological Characterization of
Human Monoclonal Antibodies Binding to the Spike and Nucleocapsid Proteins of Severe Acute
respiratory Syndrome Coronavirus. J Virol; 79: 1635-1644.

Villegas P, 1998. Viral Diseases of the Respiratory System. Poult Sci; 77:1143-1145

Wang CH and Huang YC, 2000. Relationship between serotypes and genotypes based on the
hypervariable region of the S1 gene of infectious bronchitis virus. Arch Virol; 145(2):291-300.

Wang L, Junker D, Cigainero T, Collison E, 1993. Evidence of natural recombination within the S1
gene of infectious bronchitis virus. Virology; 192: 710-716.

Wang YS, Fan HJ, L1 Y, Shi ZL, Pan Y, Lu CP, 2007. Development of a multi-mimotope peptide as a
vaccine immunogen for infectious bursal disease virus. Vaccine; 25(22):4447-55.

Weiss SR, Navas-Martin S, 2005. Coronavirus pathogenesis and the emerging pathogen severe acute
respiratory syndrome coronavirus. Microbiol Mol Biol Rev; 69(4):635-64. Review.

Winter C, Schwegmann-Wessels C, Cavanagh D, Neumann U, Herrler G, 2006. Sialic acid 1s a
receptor determinant for infection of cells by avian Infectious bronchitis virus J Gen Virol; 87(Pt
5):1209-16.

Wong KT, Antonio GE, Huit DS, Lee N, Yuen EH, Wu A, Leung CB, Rainer TH, Cameron P,
Chung SS, Sung JJ, Ahua AT, 2003. Thin-section CT of severe acute respiratory syndrome: evaluation
of 73 patients exposed to or with the disease. Radiology; 228:395-400.

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007. Available at: http://www.who.int/csr/sars/ [Accessed
27 February 2007].

Worthington KJ and Jones RC, 2006. New genotype of infectious bronchitis virus in chickens i
Scotland. Vet Rec; 159(9): 291-2.

XuY, LiuY, LouZ, Qin L, Li X, Bai1 Z, Pang H, Tien P, Gao GF, Rao Z, 2004. Structural basis for
coronavirus-mediated membrane fusion. Crystal structure of mouse hepatitis virus spike protein fusion

core. .J Biol Chem; 279: 30514-22.

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wang%20YS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Fan%20HJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Li%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Shi%20ZL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pan%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lu%20CP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Vaccine.');
http://www.who.int/csr/sars/

183.

184.

185.

186.

187.

188.

Yang YK, Kim K, Jayaram M and Harshey RM, 1995. A domain sharing model for active site
assembly within the Mu A tetramer during transposition: the enhancer may specify domain
contributions. EMBO J; 14: 2374-2384.

Yao 7], Kao MC, Loh KC, Chung MC, 1995. A serotype-specific epitope of dengue virus 1 identified
by phage displayed random peptide library FEMS Microbiol Lett; 127: 93-98.

Yeager CL, Ashmun RA, Williams RK, Cardellichio CB, Shapiro LH, Look AT and Holmes KV,
1992. Human aminopeptidase N is a receptor for human coronavirus 229E. Nature; 357:420-422.

Yip YL, Ward RL, 1999. Epitope discovery using monoclonal antibodies and phage peptide libraries.
Comb Chem High Thr Screen; 2(3):125-38. Review.

Yu X]J, Luo C, Lin JC, Hao P, He YY, Guo ZM, Qin L, Su J, Liu BS, Huang Y, Nan P, Li CS, Xiong
B, Luo XM, Zhao GP, Pei1 G, Chen KX, Shen X, Shen JH, Zou JP, He WZ, Shi TL, Zhong Y, Jiang
HL, Li YX, 2008. Putative hAPN receptor binding sites in SARS_CoV spike protein. Acta Pharmacol
Sin; 24(6): 481-8.

Zucchelli S, Roccasecca R-M, Meola A, Ercole BB, Tafi R er a/, 2001. Mimotopes of the hepatitis C
virus hypervariable region 1, but not the natural sequences, induce cross-reactive antibody response by

genetic immunization. Hepatology; 33(3):692-703.

90


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Yu%20XJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Luo%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lin%20JC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hao%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22He%20YY%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Guo%20ZM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Qin%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Su%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Liu%20BS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Huang%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Nan%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Li%20CS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xiong%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xiong%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xiong%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Luo%20XM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zhao%20GP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pei%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chen%20KX%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Shen%20X%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Shen%20JH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zou%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22He%20WZ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Shi%20TL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zhong%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jiang%20HL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jiang%20HL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jiang%20HL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Li%20YX%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Acta%20Pharmacol%20Sin.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Acta%20Pharmacol%20Sin.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Acta%20Pharmacol%20Sin.');

	Portada

	Índice

	Introducción 
	Justificación e Hipótesis
	Objetivos
	Materiales y  Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Anexos
	Bibliografía


