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RESUMEN

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) representa pérdidas econdémicas en la
industria ganadera de todo el mundo. El diagnéstico de esta enfermedad es clave
para su prevencion y control. El aislamiento viral, métodos seroldgicos y ensayos
de neutralizacion son los métodos con los que podemos hacer el diagnostico de
esta enfermedad, sin embargo, tienen el inconveniente de que se necesita equipo
especializado y personal capacitado, sin comentar el alto costo que conlleva
analizar muestras de varios animales.

Se utilizé la técnica Phage Display con la finalidad de identificar mimotopos del
Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BoHV-1) virus causante de la IBR, se utilizé una
biblioteca de péptidos Ph.D 12, con la que se realizaron 5 rondas de bioseleccion
utilizando como blanco anticuerpos policlonales comerciales de la marca VMRD.
Se seleccionaron 16 clonas al azar de la tercera, cuarta y quinta ronda de
bioseleccion (48 clonas en total), Haciendo ensayos de ELISA utilizando el suero
comercial VMRD y sueros de bovinos se analizo la reactividad de esas clonas con
los anticuerpos anti BoHV-1. Se obtuvieron 2 clonas que se secuenciaron y
analizaron, la clona IBR 24 con la secuencia SHTSHYGSVVHR y la IBR 33 con
TYTTSTVSSFRA, que al realizar el alineamiento mostraron homologia con las
proteinas UL6 y UL21 del BoHV-1 respectivamente. Los valores de las
densidades 6pticas de las clonas obtenidos en los ensayos de ELISA no muestran
diferencia con los controles negativos concluyendo que el uso de estas clonas y su
valor diagndstico pueden analizarse en estudios posteriores.

Palabras clave: Diagndstico IBR, IBR, Rinotraqueitis Infecciosa Bovina,
Herpesvirus bovino tipo 1, Phage Display, mimoétopos, biblioteca de
péptidos, ELISA.



1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), es una enfermedad de distribucion
mundial causada por la infeccién del Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1)(1). La IBR
provoca: muerte embrionaria, momificacion de fetos, infertilidad, nacimiento de
terneros débiles que mueren a los pocos dias. EI BoHV-1 puede transmitirse por
secreciones respiratorias, oculares y genitales, sin embargo, la introducciéon de
animales infectados al hato es la fuente mas importante de infeccién. El ganado
vacuno de todas las edades y razas son susceptibles, la infeccion puede ocurrir por
primera exposicion al virus; reactivacion del virus en latencia o mediante vacunacion
durante el embarazo.(2)

La infecciéon por BoHV-1 se disemina facilmente, es de dificil control y se propaga
ampliamente en los hatos. Las pérdidas econdmicas asociadas al BoHV-1 son
amplias y diversas que van desde la produccion reducida de leche, la repeticion del
estro hasta los abortos y gastos relacionados con el control de infecciones. Se
estima un gasto financiero promedio de $379 doélares por vaca debido a las
numerosas pérdidas. La primo-infeccion por BoHV-1 esta representada por la
replicacion del virus en la mucosa nasal, vaginal o prepucial que continGa con la
penetracion en las terminaciones nerviosas periféricas y la migracion a través de los
microtUbulos de los axones neuronales al cuerpo de las neuronas de los ganglios
trigeminal y sacro donde establecen latencia. Esta condicion hace que los animales
se conviertan en portadores de por vida siendo potenciales diseminadores del virus
y juegan un papel importante en el mantenimiento de la cadena epidemioldgica del
virus.(3)

A pesar de la baja tasa de mortalidad del BoHV-1, la infeccion con este agente
ejerce un alto impacto econémico debido a la infeccidn fetal, el aborto y la reduccién
de la produccién. La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) clasifico al
BoHV-1 en la lista de enfermedades de notificacién obligatoria, que consiste en
enfermedades transmisibles que se consideran de importancia socioeconémica y/o
de salud publica y, por lo tanto, de relevancia para el comercio internacional de
animales y productos animales.(4)

El primer reporte de IBR en México ocurrié en 1971 durante un brote en un rebafio
lechero en el Estado de México. En 1972 el virus se aislé en dos rebafios lecheros
en la Ciudad de México y Puebla. Estudios serolégicos demostraron la presencia
del virus en Yucatan, Veracruz y otros estados del pais.(5)(6). IBR es una
enfermedad ampliamente extendida en México, aunque su impacto econdémico y
repercusion en los indicadores reproductivos no es bien conocido. (7)

La enfermedad pertenece al grupo 3 de SENASICA(8), constituido por aquellas
enfermedades que se encuentran presentes en el territorio nacional consideradas
como endémicas, mismas gue representan un menor riesgo desde el punto de vista
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epidemioldgico, econdémico, de salud publica y para el comercio nacional e
internacional, que pueden ser controlables a través de buenas practicas pecuarias,
de notificacibn mensual obligatoria al Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica.

1.2 HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 (BoHV-1)

El BoHV-1 pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae y al
género Varicellovirus(9). La particula tipica de un Herpesvirus consiste en un “core”
que contiene al genoma lineal de doble cadena (dsDNA) empaquetado en una
capside icosaédrica de un diametro de entre 100 a 110nm. La capside esta rodeada
por una estructura proteica poco organizada denominada como “tegumento” que
contiene varias proteinas virales que cumplen con roles importantes en la iniciacion
de la infeccién a la célula, expresién de genes virales, ayudan en el transporte de
las proteinas virales y en la regulacion del empaquetamiento del DNA viral.
Rodeando al tegumento se encuentra la envoltura viral y sus glicoproteinas; si se
consideran al tegumento y la envoltura el tamafio del viridn incrementa a
aproximadamente 300nm.(10)

Figura 1.- a) Diagrama que representa las principales estructuras del BoHV-1,
(imagen adaptada de http://viralzone.expasy.org/all_by species/526.html). b)
Microfotografia electronica de Herpes Simplex Virus (HSV), (imagen adaptada de
http://pathmicro.med.sc.edu/mhunt/dnal.htm)

1.2.1 ORGANIZACION DEL GENOMA Y PROTEINAS VIRALES

El genoma del BoHV-1 consiste de DNA bicatenario (dsDNA) que bajo condiciones
experimentales puede ser infeccioso, el tamafio varia entre 125y 290 kbp dividido
en dos Unicas secciones, seccion Unica larga (UL) y seccion Unica corta (US). La
seccion US esta flanqueada por secuencias invertidas de repeticion interna (IR) y
repeticion terminal (TR).
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En el genoma del BoHV-1 se han identificado un total de 73 marcos de lectura
abiertos (ORF) que codifican proteinas. El genoma del BoHV-1 codifica 33 proteinas
estructurales, 13 de las cuales probablemente estan asociadas a la envoltura 'y 10
de ellas tienen el potencial de codificar glicoproteinas.

BICP22 BICP22 BICP4

o

Figura 2.- Organizacion del genoma del BoHV-1 incluyendo las dos Unicas
secuencias, la unica larga (UL) y la Gnica corta (US). La porcién terminal esta
flanqueada por dos secuencias repetidas e invertidas (IR) y (TR). La localizacion
de los 10 genes que codifican las glicoproteinas se indica con flechas negras. La
barra negra vertical indica la unién observada después de la circularizacién del
genoma. Imagen adaptada de Muylkens et al. (2007).

De las 10 glicoproteinas, seis estan en el segmento UL, gK, (UL53), gC (UL44), gB
(UL27), gH (UL22). gM (UL10), y gL (UL1), mientras que las 4 glicoproteinas
restantes se encuentran en la seccion corta gG (US4), gD (US6) y gE (US8). Las
otras proteinas principales de BoHV-1 son VHS (virion shutoff protein), VP8, VP16,
BICPO y BICP4.(11)

Los genes del Herpesvirus se clasifican en tres grupos;

|. Genes alfa (Tempranos inmediatos): aquellos que codifican proteinas
relacionadas con las funciones reguladoras y la replicacion del virus.

Il. Genes beta (Tempranos): aquellos que codifican proteinas estructurales.

lll. Genes gama (Tardios): conjunto de genes “opcionales”, en el sentido de que no
se encuentran en todos los Herpesvirus y no son esenciales para la replicacion.(12)



Tabla 1. Funciones de las principales proteinas virales en la infeccion y replicacion del BoHV-1

Proteina Funcion
gB (glicoproteina B) Adsorcidn, entrada, fusiéon y diseminacién directa de célula a célula.
gC (glicoproteina C) Adsorcidn.
gD (glicoproteina D) Entraday diseminacién de célula a célula.
gl (glicoproteinal) Diseminacién de célulaa célula.
gH (glicoproteina H) Diseminacién de célula a célula.
VHS (Virion host shutoff) Apagado rapido de las sintesis de proteinas de la célula huésped
VP16 (alpha TIF) Trans inducing factor of alpha genes  Transactivador de los genes inmediatos tempranos del BoHV-1
BICPO (Bovine infected cell protein 0) Activaror de promotores virales
VP8 Protein kinasa; mejora la funcién de TIF
BICP4 (Bovine infected cell protein 4) Transactivador de algunos promotores de genes

1.2.2 SUBTIPOS

Por sus caracteristicas antigénicas y genéticas el BoHV-1 se divide en tres subtipos
distintos:(13)

e BOHV-1.1
e BOHV-1.2a
e BoHV-1.2b

Dichos subtipos pueden estar asociados con diferentes manifestaciones de la
enfermedad, sin embargo, todos son antigénicamente similares, BoHV-1.1 y
BoHV1.2a estan relacionados principalmente con el sindrome respiratorio y los
abortos. El subtipo BoHV-1.2b se considera moderadamente patdégeno, puede
causar vulvovaginitis/balanopostitis, pero aiin no se ha relacionado con abortos.
Todos los subtipos pueden infectar las vias respiratorias y genitales del ganado,
aunque se ha sugerido que cada genotipo esta mas adaptado a uno de ellos.(14)

1.3 REPLICACION VIRAL

El BoHV-1 se replica en las células de la mucosa del tracto respiratorio, del tracto
genital y de los 0jos.(15) Los virus de la familia Herpesviridae replican su genoma
en el ndcleo de la célula huésped, la replicacién viral completa hasta la obtencion
de particulas infectantes tiene varias etapas.(16)

e Adsorcion: el virus inicialmente se une al heparan sulfato de la superficie
celular a través de la gB y gC del BoHV-1. Después de esta unidn inicial, gB
y gC se unen mas fuerte a los receptores de la superficie celular, la
naturaleza y propiedades de estos receptores aun no se han
determinado.(11)

e Fusion y penetracidon: se produce una interaccion entre la gD y la nectina 1
con la subsecuente penetracion viral por fusién de la envoltura con la
membrana celular. En esta etapa estan involucradas al menos cuatro
glicoproteinas gD, gB, gH y gl



e Transporte: el transporte citoplasmatico de la nucleocapside y de las
proteinas virales del tegumento va en direccidon al ndcleo, utilizando el
complejo dineina, que estd asociado con los microtubulos de la célula
infectada.

e [Expresion génica y replicacion del genoma: la proteina VP8 del
tegumento actia como sefializador de localizacion nuclear para BoHV-1, la
proteina Virion Host Shut Off (VHS) tiene la funcién de bloquear la sintesis
de proteinas celulares y la proteina 16 (VP16) o Trans Inducing Factor (alfa-
TIF) es responsable de la activacion y expresion de los genes alfa. La
transcripcion de los genes virales esta regulada temporalmente durante la
infeccion, ocurre en forma de cascada e incluye la expresion cinética de tres
clases de genes:

- Inmediate Early (IE) o Alfa.
- Early (E) o Beta.
- Late (L) o Gama.

e Morfogénesis: el ensamblado de la capside ocurre en el nucleo de las
células a través de la interaccion de determinadas proteinas virales (UL18,
UL19, UL35, UL38). Las capsides son completadas con moléculas de DNA
viral a través de la interaccidn con varias proteinas

e Maduracion y egreso: la maduracion corresponde a la adquisicion de la
capacidad infectiva de las particulas virales recién formadas. Este proceso
involucra etapas de formacién de la nucleocapside (asociacion de DNA viral
con la capside) y la asociacion de la nucleocépside con la envoltura viral. La
nucleocapside se asocia a la cara interna de la membrana nuclear alterada y
luego debe adquirir un tegumento y envoltura para poder ser liberado como
una particula viral completa. Los mecanismos exactos de como sucede este
proceso no se conocen a profundidad.(16)

1.4 PATOGENIA

El virus se multiplica en las células epiteliales de las mucosas, lo cual ocasiona los
signos clinicos. Las lesiones primarias son focos de necrosis en la membrana nasal,
laringea, de la traguea o de la mucosa genital, las lesiones pueden desaparecer
para formar grandes pustulas que consisten en infiltrados masivos de leucocitos.
Tras la viremia el virus es llevado a los 6rganos de multiplicacién secundaria a través
de puentes intercelulares, por sangre y sistema nervioso.(17)

El virus se replica rapidamente en la cavidad nasal y causa infeccion en vias
respiratorias altas, lo que produce rinitis y traqueitis; el BoHV-1 causa dafio en el
tracto respiratorio, inmunosupresion e infeccion secundaria por bacterias que
resulta en el complejo respiratorio bovino.(18)



Por lo general se manifiesta como una enfermedad febril aguda transitoria que solo
en casos muy graves produce disnea inspiratoria causada por la obstruccion del
flujo de aire por el exudado. Otras formas de infecciéon por BoHV-1 incluyen
rumenitis ulcerosa, enteritis y hepatitis multifocal en terneros recién nacidos,
meningoencefalitis no supurativa, infertilidad, mastitis y necrosis ovarica. El tipo de
enfermedad causada por el BoHV-1 depende mas del sitio de entrada que de la
cepa viral. El virus puede permanecer latente en los ganglios nerviosos, con
recrudescencia después del estrés o la inmunosupresion. Este virus también causa
aborto bovino, infecciones sistémicas de los terneros e infecciones genitales como
la vulvovaginitis pustulosa infecciosa (IPV) y balanopostitis infecciosa (IPB).

La forma respiratoria de IBR se caracteriza por hiperemia grave y necrosis focal de
la mucosa nasal, faringea, laringea, traqueal y a veces bronquial. Las lesiones de
IBR se caracterizan microscOpicamente por necrosis y exfoliacion de células
ciliadas seguida de reparacion. Las infecciones bacterianas secundarias de estas
areas de necrosis dan como resultado la formacion de una capa gruesa de material
fibrinonecrético (diftérico), en las vias respiratorias. Los cuerpos de inclusion
intranucleares que se observan comunmente en las infecciones por Herpesvirus
rara vez se observan en infecciones de campo porque los cuerpos de inclusion
ocurren solo durante las primeras etapas de la enfermedad. La secuela mas
importante de IBR es la neumonia, que es causada por la aspiracion directa del
exudado de las vias respiratorias o como resultado de un deterioro en los
mecanismos de defensa pulmonar, lo que predispone al animal a una infeccion
bacteriana.(19)

1.5 RESPUESTA INMUNE AL BoHV-1

Las reacciones inflamatorias y celulares de la inmunidad innata son la primera
respuesta a la infeccion por BoHV-1, la activacion del complemento y el interferén
son inducidos por la replicacion del virus. La produccion de citocinas tempranas
conduce al reclutamiento y activacion de diferentes células como macréfagos,
neutroéfilos polimorfonucleares y células NK. Estos efectores potencian la primera
onda antiviral secretando citocinas en el epitelio infectado y matando las células
infectadas por el virus.

La inmunidad celular especifica se detecta a partir del quinto dia después de la
infeccién, y alcanza un pico a los 7-10 dias post-infeccion. Generalmente coincide
con la recuperacién de las manifestaciones clinicas, Los linfocitos T colaboradores
median la lisis de las células infectadas con BoHV-1 activando macréfagos y células
NK a través de la secrecién de interferon gamma e interleucina 2, y reclutando y
promoviendo a la proliferacion de linfocitos T citotoxicos especificos.

La inmunidad humoral se vuelve detectable a partir del décimo dia post infeccion,
probablemente participa en la eliminacién de la infeccion por BoHV-1 neutralizando
las particulas de virus libres de células. La respuesta de anticuerpos es de
importancia critica para prevenir infecciones secundarias y limitar las consecuencias



de la reactivacion. Ademas, la inmunidad pasiva proporcionada por los anticuerpos
calostrales de las vacas inmunes al BoHV-1 es totalmente eficaz para proteger al
recién nacido contra enfermedades sistémicas y letales.

La BICPO (Bovine infected cell protein 0) inhibe la transcripcion del interferon (IFN)
tipo 1. Esta inhibicion de la sefializacion antiviral innata es inducida por la
degradacion de IRF3 (factor regulador 3 del IFN), una proteina involucrada en el
complejo regulador que asegura la transcripcion del IFN tipo 1. BoHV-1 posee otra
estrategia de evasion de factores solubles de la respuesta inmune innata, este
mecanismo de evasion estd mediado por la interaccion de gC con el tercer
componente del complemento (C3), el mediador clave de la activacion del
complemento. Otra funcién inmunomoduladora conservada en alphaherpesvirus se
ha identificado a través de la interaccion de gG con varias quimiocinas. Tanto las
formas solubles como ancladas a la membrana de BoHV-1 gG funcionan como
proteinas de union a quimiocinas de amplio espectro.

Con el fin de disminuir la deteccion y eliminacion de células infectadas por virus por
linfocitos T citotoxicos, el BoHV-1 regula negativamente la presentacion de
antigenos por el complejo principal de histocompatibilidad de clase | (MHCI). Dos
mecanismos independientes son responsables de la regulacion a la baja de las
moléculas del MHCI: la proteina UL49.5 al bloquear el transportador asociado con
el procesamiento de antigenos (TAP) y la proteina VHS (codificada por UL41)
actian juntos en esta inhibicion.(20)

1.6 LATENCIA DEL BoHV-1

Después de la primoinfecciéon el BoHV-1 puede persistir en forma latente en las
neuronas ganglionares del trigémino o sacro, e incluso en las tonsilas.(21)

Periddicamente la replicacion del BoHV-1 se reactiva y puede transmitirse a otros
animales. La reactivacion puede ser desencadenada por el parto, transporte,
movimiento de animales en nuevos rebafios, cambios en el clima, infecciones por
otros agentes, alimento o dieta de mala calidad, por el tratamiento con
corticosteroides, sobrepoblacion. Los animales con infecciones latentes pueden ser
una potencial fuente de infeccion, la vacunacion puede reducir considerablemente
la cantidad de virus excretado después de la reactivacion.(22)

El nimero de animales en la fase de infeccion latente tiende a ser significativamente
mayor que aquellos con signos clinicos. La inmunosupresion del huésped conduce

a la reactivacion del BoHV-1 haciendo que después de episodios de re excrecion
viral se facilite la transmision y se dificulte el control.(23)

1.7 DIAGNOSTICO DEL BoHV-1

El control de la IBR depende del uso de pruebas diagnosticas eficientes, sensibles
y especificas. La especificidad de estas pruebas esta comprometida por una posible
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reaccion cruzada con anticuerpos de otros alpha herpes virus que estan
estrechamente relacionados con el BoHV-1. El analisis serologico es muy dificil
debido a la similitud antigénica de los alpha herpes virus de rumiantes relacionados
con el BoHV-1, estos virus reaccionan de forma cruzada en pruebas de ELISA y
seroneutralizacion. Las pruebas seroldgicas disponibles en la actualidad son casi
incapaces de discriminar a los alpha herpes virus relacionados.(24)

Las técnicas comunes para el diagndéstico de IBR son:

e ELISA Indirecto: se basa en la unién de anticuerpos especificos anti BoHV-
1 presentes en la muestra problema a antigeno BoHV-1 fijado en los pozos
de la placa. Los anticuerpos unidos se detectan utilizando antisuero anti-
inmunoglobulina bovina (un segundo anticuerpo conjugado). Un suero
positivo dara como resultado un cambio de color, tras afiadir la solucién de
sustrato/cromoégeno.

e ELISA Competitivo: se basa en bloquear la union de un antisuero anti
BoHV-1 o de un anticuerpo monoclonal anti BoHV-1 (marcados con enzima)
al antigeno, debido a la presencia de anticuerpos de la muestra problema. os
Un suero positivo dara lugar a una escasa aparicion de color tras afadir la
solucion de sustrato/cromogeno

Los métodos de ELISA se utilizan mucho, pero no se ha establecido un
procedimiento estandar. Hay disponibles en el mercado varios tipos de ELISA, pero
por razones de estandarizacion podria ser deseable comparar la calidad de los kits
y realizar pruebas de los lotes para su comercializacion antes de su uso.(25)

e Seroneutralizacion: tiene como propdsito buscar anticuerpos neutralizantes
en el suero de animales. Si se utiliza la incubacion convencional del virus, la
prueba presenta una sensibilidad de 89.2% y especificidad cercana al 100%.
Sin embargo, es posible aumentar la sensibilidad a 94.4%, pero la
especificidad disminuye a 93.2%. Una limitante de esta prueba es que solo
es certera en hatos donde no se vacuna.

¢ Inmunofluorescencia: se utiliza para identificar antigenos en material fresco
(rifones y glandulas adrenales). La prueba indirecta es més sensible pero no
lo suficiente para justificar su uso, ya que es mas demorada. En el examen
directo de secciones congeladas de rifién fetal, la prueba tiene especificidad
superior al 90% y sensibilidad de 67%

e La técnica de inmunoperoxidasa: se realizan impresiones en laminas
portaobjetos a partir de los tejidos sospechosos, Estos ultimos se incuban
con anticuerpos contra el virus de IBR conjugados con una enzima,
generalmente peroxidasa de rabano picante. Después de lavada, la
impresion es tratada con el sustrato de la enzima y un cromOgeno cuyos
productos provocan una reaccion coloreada directamente proporcional a la



cantidad de antigeno presente en la muestra, esta prueba tiene sensibilidad
de 94%.

e Aislamiento viral: tiene por inconveniente no ser rapido ya que tarda al
menos una semana, requiere de equipo, material y personal especializados.
Si las muestras no se trabajan inmediatamente o son almacenadas deben
congelarse a -70°C.

e Deteccion de efectos citopaticos: en cultivos de células en monocapas
homologas o primarias, se incuban a 37°C y se observan diariamente para
comprobar la aparicion de efecto citopatico; este efecto debe valorarse en
comparacion con cultivos no inoculados llamados testigos negativos, en
especial los casos de virus que precisan periodos de incubacion superiores
a una semana.

A nivel oficial, para el diagnostico de IBR se debe utilizar la prueba de
seroneutralizacion, que ha sido aceptada internacionalmente como prueba de
referencia. Como consecuencia a lo anterior, es necesario una prueba alternativa
de equivalente valor o mejor especificidad, sensibilidad y mas rapida para detectar
apropiadamente a los animales y fetos infectados en las condiciones existentes en
el campo.(26)

En México para el diagnéstico en los animales y reporte de prevalencias en
diferentes estados se han utilizado las siguientes pruebas de ELISA;
e CIVTEST Laboratorios Hipra S.A.(27)
e Estuche comercial de ELISA para la deteccién de animales seropositivos a
IBR (HerdCheck IBRgB, IDEXX Laboratories; 100% de sensibilidad y 99.8%
de especificidad) a 450nm.(28)

1.8 PHAGE DISPLAY

El Phage Display es una técnica que describe la expresion de péptidos, proteinas o
fragmentos de anticuerpos en la superficie de particulas viricas o fagos, Se describio
por primera vez en 1985 cuando se demostré que se podrian expresar pequefos
péptidos en la superficie del fago filamentoso M13 fusionadas a su capside y que
las particulas viricas individuales podian ser seleccionadas con base en su afinidad
de unién por un sustrato determinado. El principal foco de interés de esta técnica ha
sido la busqueda y mejora de anticuerpos; sin embargo, el principio se puede aplicar
a cualquier proteina o fragmento proteico que pueda ser expresado funcionalmente
en Escherichia coli.(29)

Esta técnica se basa en la incorporacion del gen codificante de la proteina o péptido
de interés dentro del genoma del fago como una fusion a un gen que codifica una
proteina de la capside del bacteriéfago; esta fusion asegura que cuando las
particulas viricas se ensamblan, la proteina recombinante que sera expresada esté
en la superficie del fago maduro y que ademas la secuencia codificante esté
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contenida en la misma particula virica. La proteina de la capside sirve Unicamente
para anclar el péptido expresado y en teoria no deberia interferir con su
estructura.(29)

Debido a la gran versatilidad de la técnica permitio su uso en la investigacion de
patdgenos, principalmente para la identificacion de nuevos biomarcadores para el
diagnéstico, terapia, o incluso produccion de vacunas y péptidos antivirales. (30)(31)

La técnica de Phage Display ha sido utilizada para la obtencion de mimoétopos (una
estructura que imita un epitopo) para el diagnéstico de varios patdgenos, por
ejemplo: Virus de inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1)(32), Virus de Diarrea
Viral Bovina(33), Taenia solium(34), Fasciola hepatica(35), Haemonchus contortus
(36), E coli. 0157.(37)

1.8.1 BIOPANNING

El biopanning es el procedimiento de seleccion por afinidad de los péptidos
mostrados en los fagos, las bibliotecas de péptidos se incuban con antigenos o
anticuerpos inmdviles en una placa soélida. Las particulas de fago que se unen a los
objetivos se conservan para su posterior uso, mientras que los fagos que no se
unieron son eliminados. Los fagos que se unieron se someten a un proceso de
elucién y se amplifican posteriormente por infeccion no lisogénica de bacterias.(38)

| Biblioteca de Péptidos |

R Fagos no unidos
» Extraccion de DNA
= Secuenciacion Lavado Ll R

\ / i { | \

Fagos unidos

+ ELISA
& Antigenos en placa

\ Repetir ciclo 3-5 veces
Amplificacion en Escherichia

Figura 3.- Esquema representando el proceso de Biopanning en la seleccién de
clonas con afinidad a un antigeno, imagen adaptada de E. Garet et al.Toxicon 55
(2010).(39)
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1.8.2 BACTERIOFAGO FILAMENTOSO M13

Los bacteriéfagos filamentosos (también llamado fagos) infectan solo bacterias
Gram negativas, a través de la adsorcion especifica en la punta de los pili. Las
particulas virales tienen una capside de estructura tubular que rodea al sSsDNA (+)
con un diametro de 6 a 7nm, una longitud de 930nm, el material genético tiene un
tamafio de 6.4kbp. La capside viral estd compuesta por 5 proteinas de superficie,
La proteina principal de la superficie es pVIll, una proteina de 50 aminoacidos que
envuelve al genoma y conforma un cilindro con 2,300 copias. El resto de las
proteinas de la capside se localizan al final de la particula viral, La tapa o el extremo
distal consta de 3 a 5 copias de pVIl y pIX, con un tamafio de 33 y 32 aminoacidos
respectivamente. La cola en el extremo proximal esta compuesta por 3 a 5 copias
de pVly plll (de 12 y 406 aminoacidos respectivamente

G 8P G 3P

+ ssD \I A G-E.P

Figura 4.- Esquema representando el bacteriéfago M13, bacteriéfago que
contiene una cadena simple de DNA ssDNA. El genoma contiene nueve genes,
que codifican 11 proteinas. 5 de estas proteinas son proteinas de capside (G3P,

G6P, G7P, Y G9P), mientras que las 6 proteinas restantes son usadas para la
replicacion del genoma, ensamble y liberacién, imagen adaptada de Line
Ledsgaard et al.Toxins 10 (2018).

Los fagos filamentosos no lisan la célula huésped. EI genoma de los fagos
filamentosos es una cadena sencilla de DNA circular (ssDNA), llamada positiva (+),
contiene once genes numerados como pl-pXl, y dos regiones intergénicas (IR). Los
productos de los genes son clasificados en tres grupos de acuerdo con el papel que
tienen en la biologia del fago. La pll, pV y pX estan relacionadas en la replicacion
del DNA viral, el segundo grupo son pllil, pVI, pVII, pVIll y pIX, estas son proteinas
estructurales que conforman la capside; finalmente pl, plV y pXl estan involucradas
en la morfogénesis viral.(40)
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1.8.3 PROCESO DE INFECCION DEL BACTERIOFAGO M13

Adsorcion: los fagos utilizan el pili de la bacteria como receptor, la infeccion
inicia cuando el dominio N2 de plll se une a la punta del pili. El fago penetra
la membrana externa y se introduce en el peptidoglicano.

Fusion y penetracion: tres proteinas integrales de la membrana (Q, Ry A)
son absolutamente requeridas para la infeccion. Estas median la
despolimerizacion de las proteinas estructurales del virus en la membrana
citoplasmatica y la translocacion del ssDNA viral dentro del citoplasma de la
bacteria.(41)

W

M13 phage \\“\

e H
m&‘t}gguﬁ LSLELEINIY SHHH 3

Escherichia coli

TolA

Figura 5.- Infeccién de la Escherichia coli por el fago M13, La proteina G3P se
une a la punta del pili de E. coli. imagen adaptada de Line Ledsgaard et al.Toxins

10 (2018).(42)

Expresién génica y replicacion del genoma: una vez que el cromosoma
del fago ha sido internalizado en el citoplasma de la bacteria, la célula
sintetizara la cadena de DNA complementaria negativa (-) del SSDNA (+).

Las dos cadenas forman una doble cadena de DNA super enrollada (dsDNA)
gue se conoce como Forma Replicativa (RF). La replicacién del cromosoma
M13 siempre usa la RF y es seguida por una replicacion circular. Inicialmente
la replicacion empieza con G2P que comienza a acumularse y a aumentar
su concentracién que continua con un corte en la cadena positiva (+) en la
RF y se une covalentemente a la region 5, la region 3 que es generada por
el corte posteriormente comenzara con la elongacion por la DNA polimerasa
usando la cadena negativa (-) como molde. A lo largo del proceso de
elongacion, la cadena original unida a G2P (+) es fisicamente desplazada
por la REP HELICASA. Cuando se completa una ronda de replicacion, la
nueva cadena positiva (+) se corta en el origen por un nuevo G2P, que
permanece unido al nuevo extremo 5.
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Después de la disociacion de la RF, la cadena antigua (+) se vuelve circular,
lista para convertirse en una RF o para empaquetarse en nuevas particulas
virales. En las primeras etapas de infeccidn, todos los cromosomas ssDNA
(+) recién formados se convertiran en RF, pero las etapas posteriores de la
infeccion, donde la concentracion de G5P es suficiente para el secuestro
rapido de hebras (+), se evitara la formacion de RF. Cuando el G5P se une
al ssDNA, se dimeriza en una conformacion consecutiva que conduce a la
conversion de la apariencia circular del ssDNA a una apariencia mas
redondeada. ElI cromosoma entero del fago es cubierto por la G5P a
excepcion de una horquilla expuesta denominada sefial de empaque. La
seflal de empaquetamiento es necesaria para el empaquetamiento del
genoma del fago. G10°P juega un papel esencial pero desconocido para la
acumulacion estable de cadenas de ssDNA (+). El ssDNA unido por la
proteina G5P es el sustrato para el ensamble del fago.

e Morfogénesis: el ensamblaje y la gemacion del fago M13 es un proceso
gue incluye; pre-iniciacion, iniciacion, alargamiento y terminacion. Durante la
pre iniciacién, se forma un complejo de ensamblaje que consiste en G1P,
G11P Y G4P, que media el contacto cercano entre la membrana
citoplasmatica y la membrana externa, Ademas de una gran estructura
generada por G4P, se genera un complejo multimérico que contiene de cinco
a seis copias de G1P y g10P, formando potencialmente un segundo canal.
La iniciacion espera la formacion del complejo de ensamblaje durante la pre
iniciacion, asi como la acumulacion de cromosomas M13 unidos a G5P, y
posteriormente coloca G7P y G9P en la punta del complejo. Aqui G7P y G9P
interacttan con la sefial del empaquetamiento en el cromosoma del fago, lo
que facilita el contacto con el G1P, lo que resulta en la unién de la tiorredoxina
desde la célula.

Durante la elongacién el G5P unido al genoma del fago se reemplaza con
G8P para la translocacion del DNA a través del canal que atraviesa la
membrana.

Maduracién y egreso: la translocacién continta hasta que el genoma del fago se
haya recubierto por completo con G8P, momento en el que G3P y G6P colaboran
en la liberacion del fago de la bacteria. Si falta G3P o G6P, se pueden cargar
genomas de fago adicionales a través del poro, lo que da como resultado la
formacion de una particula de fago mucho mas larga. Durante la determinacién
previa, los G3P embebidos en membrana unidos con G6P se incorporan en el
extremo terminal de la particula del fago. La terminacion implica la liberacion del
fago, provocado por un cambio conformacional en el complejo G3P-G6P.
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Figura 6.- Ciclo de infeccion del fago M13 (A) Tras la infeccion, el ssSDNA (+) del
fago M13 se convierte en la forma Replicativa (RF) bicatenaria. (B) Después de la
acumulacion adecuada, el G2P corta la cadena (+) en la RF y se une
covalentemente hasta el extremo 5 (C) El genoma luego se replica desde el
extremo 3 del corte, utilizando la hebra (-) como plantilla. El filamento (+) antiguo
es re circularizado por el G2P unido después de la disociacion, listo para
convertirse en un RF o para empaquetarse en nuevos fagos M13 (D) La
replicacion del genoma contintia hasta que la concentracion de G5P, los G5P se
uniran al ssDNA (E) Cuando se acumula suficiente G5P, los G5P se uniran al
ssDNA en una conformacién dimérica consecutiva, causando una apariencia mas
en forma de barra del ssDNA. (F) Se forma un poro en la membrana, y el genoma
del fago se transloca a través de este poro, mientras se ensambla la capside del
fago, imagen adaptada de Line Ledsgaard et al.Toxins 10 (2018).(42)

1.8.4 MAPEO DE EPITOPOS UTILIZANDO PHAGE DISPLAY

Una de las aplicaciones méas prometedoras de la tecnologia Phage Display es
enfrentar las bibliotecas de péptidos contra un blanco especifico para la
identificacion o mapeo de epitopos. Los péptidos encontrados en la superficie de
los bacteri6fagos pueden imitar eficazmente las estructuras de epitopos presentes
en los antigenos. Estos péptidos se llaman mimotopos. Los mimotopos imitan la
estructura de los epitopos antigénicos, ofrecen potencial para sr utilizados como
candidatos a vacunas o para métodos diagnosticos.

Cuando las secuencias peptidicas que imitan potencialmente la conformacion de un
epitopo antigénico se aislan con éxito se requieren analisis adicionales para poder
determinar sus propiedades inmunogénicas y antigénicas. Si un mimotopo derivado
de la biblioteca se conoce como un potente inmundégeno y antigeno puede
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considerarse como un candidato adecuado para la produccion de vacunas. Cuando
se usan clones de fagos como inmundgenos, el fago M13 de tipo salvaje puede
explotarse como control.

Los mimotopos deben someterse a un paso de validacion previa, en este
procedimiento, estos mimotopos se evallan mediante analisis bioinformaticos y
ensayos experimentales como ELISA y posteriormente, se eligen las mejores clonas
de fagos (por ejemplo, con los valores de reactividad mas altos en los ensayos de
ELISA) para evaluaciones in vivo 0 ex vivo.(43)
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2. JUSTIFICACION

La pérdida de la gestacion en el ganado bovino, independiente de la etapa en la que
ocurra, es un fendmeno multicausal y complejo, lo cual dificulta de manera
importante su diagnostico. En México se estima que en un 70% de las veces, las
causas de los abortos permanecen como desconocidas. La pérdida de la gestacion
tiene un costo alto, se observé que la pérdida promedio por aborto es de 2,333 USD
debido a un mayor intervalo entre partos y un incremento en la tasa de desecho.(28)

En México dentro de las actividades pecuarias, la produccién de leche y carne de
bovinos son las mas importantes, ya que genera 134 mil millones de pesos (SHCP).
Ademas, la carne de bovino aporta un 30% de la carne que se consume en el pais;
ubicandola en segundo lugar solo por debajo de la carne de pollo. Una de las
limitantes por las que los niveles de produccion de los bovinos se pueden ver
afectados es por la presencia de enfermedades que afectan la reproduccion como
IBR, afiadiendo la baja de peso, disminucién de la produccion de leche, gastos
generados por el diagnodstico, tratamiento y restricciones en la movilizacion de
animales.(44)(45)

Actualmente existen métodos serolégicos para el diagnostico de IBR, cada uno con
sus desventajas, el poder sustituir el uso de los antigenos usados comunmente por
mimétopos expresados en fagos filamentosos puede hacer mas accesibles, baratas
y eficientes las pruebas diagnosticas, favoreciendo la toma de decisiones para la
compral/venta de animales y control de la enfermedad.
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3. HIPOTESIS

Los mimoétopos de BoHV-1 obtenidos mediante la técnica de Phage Display
permiten la seleccion por afinidad de anticuerpos presentes en sueros de bovinos
positivos a IBR.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Se identificaran los péptidos de importancia diagnostica para Herpesvirus Bovino
Tipo 1 através de la técnica de Phage Display usando suero anti- BoHV-1 mediante
el uso de bibliotecas de fagos filamentosos de 12 aminoé&cidos para poder utilizarlos
como marcador.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Identificar secuencias antigénicas especificas mediante el uso de bibliotecas de
péptidos expresados en fagos filamentosos y el suero hiperinmune del objetivo
especifico.

ll. Evaluar las secuencias obtenidas (epitopos/mimotopos) mediante la técnica de
ELISA.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 BIOSELECCIONES

Se realiz6 la bioseleccion de una biblioteca de péptidos con el fin de identificar
mimotopos que interaccionen con anticuerpos anti Herpesvirus Bovino tipo 1
(BoHV-1). Los péptidos se expresan en la proteina plll de la capside de
bacteriéfagos filamentosos. La biblioteca tiene una diversidad de 10°.

La bioseleccion se realizé de acuerdo a lo descrito por Guo & R. Chen con algunas
modificaciones.(46) En breve: Cuatro pozos de una placa de ELISA (Invitrogen
Thermo FisherScientific, No. de Cat. 44-2404-21, USA) se sensibilizaron cada uno
con 0.5 ng de suero anti-FC de Bovino (Novus Biologicals, No. de Cat. NBP1-72630,
USA) diluido en 100 puL de amortiguador de carbonatos y se incub6 a 4°C toda la
noche. Posteriormente, los pozos se lavaron 4 veces con amortiguador de fosfato
salino (PBS) 1X, se bloguearon con 200 uL de PBS que contenia 2% de BSA (PBS-
BSA) y se incubd durante 90 min a 37°C. Finalmente se lavaron los pozos e
inmediatamente se agregaron 100uL de PBS-BSA al 0.1% con suero anti BoHV-
1/1IBR (VMRD, No. de Cat. PC-IFA-IBR, USA) diluido 1:50 y se continuo con una
incubacion por 4 h 30 min a 4°C y al termino los pozos se lavaron con PBS 1X vy la
placa sin contenido se incub6 toda la noche a 4°C.

Pasado ese tiempo en cada uno de los 4 pozos de la placa se agrego la
biblioteca de péptidos Ph.D.-12 Phage Display Peptide Library Kit. Para ello, se
tomo6 un microlitro de biblioteca comercial (NEW ENGLAND BioLabs, No. de Cat.
E8110S, USA) y se ajustd a un volumen de 100 ul con PBS-BSA AL 0.1% y se
continuo con una incubacion por 4 h 30 min a 4°C. Al término, los pozos se lavaron
4 veces con PBS-Tween-0.1% para eliminar a los bacteriofagos no unidos.
Posteriormente los fagos unidos a los anticuerpos anti BoHV-1 se eluyeron
mediante la adicion de Glicina-HCI-0.2M pH 2.2 con una incubaciéon por 10 min a
temperatura ambiente y una por 10 min a 37°C. La solucién recuperada se
neutralizé con 10 yL de Tris-HCI-1M pH 9.6 y los bacteriéfagos presentes en la
solucién se conservaron en refrigeracion hasta su uso.

Los fagos residuales no especificos que no se eliminan mediante el lavado.

5.2 AMPLIFICACION Y PURIFICACION DE FAGOS

Para amplificar los fagos se infectaron bacterias E. coli TGI, para ello se desarroll6
el procedimiento establecido en el manual de BiolLabs(47) con algunas
modificaciones:

Previo a la amplificacion de los fagos eluidos, se colocaron 500uL de bacteria E. coli
TG1 en 10 ml de medio LB y se incubaron a 37°C y 250 rpm toda la noche. Una vez
concluida la incubacién de E.coli, se colocaron 500uL del cultivo de E.colien 50
mL de medio LB y se agregd el volumen (350 ul) de bacteriéfagos eluidos vy el
matraz se incubd 4.5 h a 37°C a 250 rpm. Pasado este tiempo, el medio se
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centrifugd a 11,000 rpm, a 4°C por 15 min, el precipitado que contenia la mayor
cantidad de bacteria E. coli TGl se elimind, mientras que el sobrenadante se
recupero y se le agreg6 1/6 del volumen de una solucion de polietilenglicol (PEG)
que contenia 2M de NaCl, y se dej6 incubando a 4°C toda la noche.

Al dia siguiente se centrifugd a 11,000 rpm, 15 min a 4°C. Se elimind el
sobrenadante, el boton se resuspendié en 1.0 mL de amortiguador Tris (TBS) con
200 pL de PEG/NaCl se incubd 1 h a 4°C para después repetirse la precipitacion y
finalmente los fagos se resuspendieron en 200 uL de TBS. Los bacteriéfagos
obtenidos se mantuvieron a 4°C hasta su posterior uso.

5.3 TITULACION DE FAGOS

Una vez obtenidos los fagos se procedio a realizar la titulacion de los mismos
siguiendo la metodologia descrita por Costa et.al. 2013 (48), con algunas
modificaciones. A continuacion, se describe brevemente:

Los fagos se diluyeron en medio LB de manera seriada, en breve, se tomaron cuatro
tubos falcon de 1.5 ml a los cuales se les coloco 499 ul de medio LB Y un ul de los
fagos amplificados para obtener una dilucion final de 5 x 102. A partir de la primera
dilucion se procedié a realizar diluciones serias para obtener en el tubo 2 una
dilucién final de 2.5 x 10%, en el tubo 3 se obtuvo una dilucién de 1.25 x 108 y en el
tubo 4 se obtuvo una dilucién 6.25 X101°.

De la ultima diluciéon se tomaron 10uL que se depositaron en tubos que
contenian 200 uL de E. coli TG1 y se incubo a 37C por 5 min, luego la mezcla se
depositd en un tubo que contenia 4mL de Top Agar y finalmente la mezcla se colocé
en una placa Petri con agar LB que contienen X-Gal (Thermo Fisher Scientific, No.
de Cat. R0404, Italia) e IPTG (Thermo Fisher Scientific, No. de Cat. R0392, Italia) y
se continuo con una incubacién a 37°C toda la noche. Al termino de este paso se
cuantificé el nimero unidades formadoras de placas y se multiplico por el factor de
dilucion. El procedimiento descrito se desarrollé cinco veces tanto para fagos
amplificados y eluidos.

Las unidades formadoras de placas que corresponden a bacteriofagos
recombinantes se tornaron de color azul por la adicion de IPTG/X-Gal al medio LB.
Estas placas azules se extrajeron mecanicamente del agar y para su analisis de
especificidad Unicamente se tomaron placas que corresponde a una clona
individual, para ello, 16 fagos de la tercera, 16 fagos de la cuarta y 16 fagos de
quinta ronda para su amplificacion.

5.4 ELISA

Para evaluar la interaccion entre las clonas individuales contra anticuerpos anti
BoHV-1 se desarrollé un ensayo de ELISA similar al descrito por Lehmann et.al.
2004(49), a continuacion, se describe brevemente: primeramente se sensibilizo
cada pozo de la placa de ELISA colocando los fagos a una concentracion de 2 x10%
diluidos en 200 uL de PBS y la placa se incubo a 4°C toda la noche. Posteriormente
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se lavaron los pozos con 300uL de PBS — Tween-0.1 % y después se bloguearon
los pozos con 200 pL de PBS-Leche 5% por 1 h a 37°C. Al término , los pozos se
lavaron y se les agrego el suero anti BoHV-1/IBR comercial en una dilucién 1:200
(en PBS Tween 0.01% + Leche 1%) y se procedid a una incubacion por 1 h a 37°C.
Finalizado este paso, se agreg0 suero anti-Fc de bovino conjugado con peroxidasa
(Novus Biologicals, No. de Cat. NBP1-73272, USA), a una dilucién 1:2,000, se
continuo con una incubacion por 1 h a 37°C, finalmente la placa se lavé y se coloco
en cada pozo 100 yL del sustrato ABTS a la concentracion de 548.68 g/mol (Sigma,
No. de Cat. 7329461, Alemania), y se incub6 a 37°C. Cada 15 min se realizaron
lecturas de absorbancia a 405 nm hasta los 45 min. utilizando un lector de
microplacas (BioTek, modelo ELx808).

5.5 EXTRACCION DE DNA

La extraccion y purificacion del DNA se realizé usando el procedimiento descrito por
el fabricante (New England BioLabs) con algunas modificaciones, se describe a
continuacion:

El titulo de las clonas de interés se ajust6 a 2 X 10! en un volumen de 500
ML de TBS, el volumen se deposité en un microtubo de 1.5 ml al que se le afiadieron
después 500 pL de TBS y 200 pL de una solucion PEG/NaCl. Este volumen total se
mezcld y se incubo a temperatura ambiente por 10 min. Al término, el microtubo se
centrifugo a 14,000 rpm por 10 min a 4°C y el sobrenadante se descartd y el
precipitado o boton se resuspendié en 100 uL de amortiguador de ioduro 4.0 My se
agito vigorosamente. Finalmente, se afadieron 250 pL de etanol y el microtubo se
incubo durante 10 a 20 min a temperatura ambiente. Al término, el tubo se centrifugd
a 14,000 rpm 10 min a 4°C y se descartd el sobrenadante. El precipitado se lavé
con 500 uL de etanol frio al 70%, y nuevamente se centrifugo el tubo y se descarté
el sobrenadante. El precipitado presente en el tubo se secé con vacio y se
resuspendioé en 20 pyL de agua grado biologia molecular. EI contendié de DNA se
cuantificado usando un espectrofotometro NanoDrop DM 1000 (Thermo Scientific).

Para su secuenciacion se solicito el servicio de Secuenciacion Automatizada
de DNA que ofrece el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, para ello, las muestras
se enviaron siguiendo las instrucciones que indican en su pagina de internet, el
procedimiento se describe a continuacion: La mezcla de DNA/oligo se debe entregar
en un volumen final de 16 uL en un tubo para PCR tapa plana de 200 uL. La mezcla
debe contener 10 pmolar del oligo elegido para secuenciar y de 300 a 500 ng de
plasmido. Para cumplir con los requerimientos se hizo el célculo para obtener 500
ng de plasmido de las clonas individuales, se afor6é hasta 15 yL con agua destilada
ultra pura libre de DNasas/RNasas (Thermo Fisher Scientific, No. de Cat. 15657708,
Italia) y por ultimo se agrego 1uL de -96 glll Sequencing Primer (NEW ENGLAND
BioLabs, No. de Cat. E8110S, USA).
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5.6 SECUENCIACION DE DNA Y ANALISIS DE SECUENCIAS

Todas las secuencias fueron analizadas con el programa Sequencher version
5.4.6 (DNA Sequence Analysis Software, GeneCodes Corporation, USA), se uso
como referencia de busqueda la secuencia de la proteina lll del M13.

Una vez conocida la secuencia se utilizé la herramienta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) del NCBI para conocer que porcion de las proteinas de BoHV-
1 podrian alinearse con las secuencias de aminoacidos expresadas por las clonas
seleccionadas. Se realizé la busqueda dirigida a BoHV-1 y se seleccionaron los
resultados que tuvieran un porcentaje de identidad del 100% y un valor de “E” (e-
value) menor a 70, el valor de “E” es un parametro que describe la posibilidad que
tiene esta secuencia de alinearse a la secuencia de interés en una base de datos.

5.7 DOT BLOT

Para evaluar la antigenicidad de las clonas seleccionadas se desarroll6 el método
de Dot Blot de acuerdo a Resende 2018 con algunas modificaciones(50), para ello
se utilizd mezclas de sueros bovinos positivos o negativos a BoHV-1/IBR obtenidos
del banco de sueros del departamento de Reproduccion.

Se utilizaron fragmentos circulares de 2mm de didmetro de membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad) los cuales se sensibilizaron con 10ul de cada clona a
diferentes concentraciones (2 X 10%ufp/ml, 2 X 1019 ufp/mly 2 X 101 ufp/ml), una vez
que la membrana recibié la dilucion correspondiente de clona se incubd a
temperatura ambiente, Y una vez que se secaron las membranas se depositaron en
amortiguador de transferencia (ver anexo) hasta su equilibrio. UNA VEZ
EQUILIBRADA LA MEMBRANA, se bloquearon con PBS — caseina al 5% en
agitacion por 1 h, y después se lavaron en 2 ocasiones con PBS-Tween al 0.05% y
una con PBS 0.1M. Una vez concluido este paso, se agregaron los sueros bovinos
diluidos 1:50 en PBS 0.1M, y se inici6 una incubacién por 1 h en agitacion, al
término, nuevamente se lavé el papel y se agregd suero anti-Fc de bovino
conjugado con peroxidasa (Chemicon, No. de Cat. 92990, California) a una dilucién
1: 5,000 en PBS 0.1M, finalmente, las membranas se lavaron por Ultima vez y se
hizo el revelado por método cromogénico con diaminobencidina. La interpretacion
fue por observacién de las membranas, se consideraron muestras positivas cuando
la totalidad de la membrana cambid de color de blanco a café y se consideraron
negativas las que no presentaron ningun cambio. Este mismo procedimiento se
utilizé después para probar la reactividad de las clonas en presencia de sueros
bovinos individuales positivos y negativos a BoHV-1/IBR.
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6. RESULTADOS

6.1 TITULOS DE LOS FAGOS OBTENIDOS EN LAS RONDAS DE
BIOSELECCION.

La biblioteca de bacteri6fagos se sometid a 5 rondas de bioseleccién contra
anticuerpos anti BoHV-1/IBR, reduciendo la concentracion de anti-Fc bovino con la
que sensibilizé la placa de ELISA en las Ultimas dos rondas.

El titulo de fagos obtenidos durante las cinco rondas de bioseleccion se resumen en
la TABLA 2. El titulo de los fagos obtenidos en la elucion y amplificaciéon por el
calculo de unidades formadoras de placa.

Tabla 2 .- Titulos obtenidos al final de cada ronda de bioseleccién para BoHV-1/IBR
ocupando la biblioteca de péptidos de 12 aminoacidos.

Ronda de Anti-Fc Fago de recii)geor:ceién Fago amplificado
bioseleccion (ng) entrada (UFP) (UFP) (UFP)
1 0.5 1.0 X 10* 5.3 X 10° 2x 10
2 0.5 2.0 X 10*? 7.8 X 10° 5.8 x 10*°
3 0.5 1.0 X 10" 1.0 X 10’ 1.2x 10"
4 0.2 1.0 X 10%* 5.0 X 10° 6.2 x 10"
5 0.1 1.0 X 10** 1.0 X 10° 6.2 x 10"

Los datos muestran que con el incremento de las rondas de seleccion se favorece
el nimero de fagos eluidos y amplificados. Por ejemplo, al disminuir la cantidad de
anti-Fc bovino en la cuarta y quinta ronda se aprecia cantidades similares de fagos
amplificados y eluidos de las primeras tres rondas en donde se utiliz6 2.5y 5 veces
mas anti —Fc.

6.2 ELISA

6.2.1 SUERO COMERCIAL

Se analizaron 48 clonas obtenidas de la tercera, cuarta y quinta ronda de
bioseleccion. Las clonas fueron evaluadas individualmente para medir su
reactividad contra los anticuerpos anti IBR, se realizaron dos ensayos de ELISA por
separado, uno para las primeras 24 clonas y la otra para las 24 restantes cada una
con control negativo, los resultados mostraron que todas las lecturas de DO fueron
diferentes, se consideré un valor superior a 0.067nm en el primer ensayo y de
0.034nm para el segundo, estos pardmetros se obtuvieron calculando el promedio
de la sumatoria de las densidades Opticas del control negativo mas una desviacion
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estandar en cada ensayo de ELISA, utilizando estos valores como linea de corte se
encontraron 18 clonas que mostraron reactividad a los anticuerpos anti IBR.

D Clonas individuales seleccionadas

D Bacteriéfago M13 sin inserto
—1L - [
. Linea de corte

0.104

(DO 405nm)

Absorbancia
o o o o
o o o o
A

0.00

Bacteriofagos

Figura 7. Reactividad de clonas seleccionadas con suero comercial anti-IBR.
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Figura 8. Reactividad de clonas seleccionadas con suero comercial anti IBR.

Las figuras 7 y 8 resumen los valores de absorbancia de las 18 clonas que
mostraron una reactividad mayor utilizando el anticuerpo comercial “VMRD “como
control positivo a IBR en comparacion al control negativo que correspondio a la cepa
silvestre la linea de corte se consideré utilizando el promedio de los valores de las

densidades opticas del control negativo.

25



6.2.2 POOL DE SUEROS BOVINOS

Para conocer la reactividad de las 18 clonas seleccionadas con un pool de sueros
bovinos positivos y negativos a IBR se realiz6 el ELISA respectivo. La Figura 9
muestra los resultados de las densidades épticas para cada clona.
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Clonas Individuales reactivas

Figura 9. Clonas individuales enfrentadas a pool de sueros bovinos positivo y negativo a IBR.

En este ELISA se sensibilizd la microplaca con las 18 clonas individuales, se evalu6
la reactividad con un pool de sueros bovinos positivos y negativos a IBR. La
reactividad se visualiz6 utilizando un anticuerpo suero anti-Fc de bovino conjugado
con peroxidasa, finalmente se coloc6 en cada pozo el sustrato ABTS, las barras
azules corresponden a las clonas individuales enfrentadas a el suero positivo y las
barrar moradas corresponden al suero negativo.

Se consider6 un valor superior a 1.28nm (promedio de las sumatorias de los
controles negativos mas 3 desviaciones estandar) para considerar como positiva la
reactividad de una clona, con este criterio Unicamente las clonas IBR 24 e IBR 33
fueron consideradas como positivas.

6.2.3 SUEROS BOVINOS INDIVIDUALES

Para evaluar los reactivos del sistema de ELISA las clonas con mayor reactividad
(IBR 24 e IBR33) se utilizaron en otro ensayo en el que se enfrentaron con 5 sueros
bovinos individuales positivos diagnosticados por ELISA a BoHV-1/IBR y un suero
negativo, todos en una dilucion 1:200. Para este ELISA también se sensibilizaron
pozos con la mezcla de ambas clonas ajustando a un titulo de 2 x 10**UFP/ml para
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probar si existe una sinergia que mejore la reactividad con los sueros positivos o
disminuir la reaccién con el suero negativo.
La figura 10 muestra la absorbancia obtenida de manera independiente en cinco
sueros positivos a IBR y un suero negativo.

Suero Bovino Positivo 1 [
Suero Bovino Positivo 2 []
Suero Bovino Positivo 3 =
3 Suero Bovino Positivo 4

Suero Bovino Positivo 5 ]
Suero Bovino Negativo [

Adsorbancia

Clonas seleccionadas

Figura 10. Ensayo de ELISA para determinar la reactividad de las clonas IBR24, IBR33 e
IBR24+33 utilizando como blanco sueros bovinos individuales positivos a IBR.

La figura 10 muestra la reactividad de las clonas IBR24 e IBR33 enfrentandolas a
sueros bovinos individuales, cada color corresponde a un suero diferente. La linea
de corte se calculd obteniendo el promedio de las mediciones registradas de los
controles negativos mas 3 desviaciones estandar.

6.3 SECUENCIAS OBTENIDAS

Para conocer las secuencias de los aminoéacidos de los fag6topos de BoHV-1, se
realizd la extraccion y secuenciacion del ssDNA de las y se lograron obtener las
secuencias de todas las clonas mediante alineamientos y comparacion con
estructuras de proteinas reportadas del BoHV-1.

El analisis de los resultados al considerar la biblioteca de fagos empleada mostro
que todas correspondian a la biblioteca Ph.D. 12. De las 18 secuencias obtenidas
ninguna corresponde al mismo fagotopo.

Los resultados muestran que las 18 clonas tuvieron lecturas diferentes. Cuando se
consider6 un valor de tres desviaciones estandar solo dos clonas (IBR24 e IBR33)
mostraron reactividad al suero, la secuencia de aminoacidos de los péptidos
expresados por ambas clonas SHTSHYGSVVHR y TYTTSTVSSFRA, es probable
gue exista un mimétopo de BoHV-1.
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Las secuencias obtenidas fueron analizadas en BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi.

Tabla 3.-Secuencias obtenidas en el programa SEQUENCHER 5.4.6.

Clonas Secuencia de nucleétidos Secuencia de aminoacidos
IBR24 AGTCATACGAGTCATTATGGTTCTGTTGTTATGAGG SHTSHYGSVVHR
IBR33 ACTTATACTACGTCGACGGTGTCGTCTTTTCGTGCT TYTTSTVSSFRA

Una vez conocidas las secuencias se utilizé la herramienta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) del NCBI para conocer que porcion de las proteinas de BoHV-
1 podrian alinearse con las secuencias de aminoacidos expresadas por las clonas
seleccionadas.

Tabla 4 .- Homologias reportadas en BLAST.

IBR 24 E value Per. Ildent  Accesion
UL6 protein [Bovine Herpesvirus type 1.1] 48 100%  AFV53413.1
IBR 33 E value Per. Ident  Accesion
Tegument protein UL21 [Bovine alpaherpesvirus 1] 68 100% NP_045338.1

SHTSHYGSVVHR: Al analizar la ubicacion de la secuencia reportada se encontr6
que el motivo de IBR24 se localiza en dos regiones de la UL6. La proteina UL6 esta
codificada en el genoma de todos los Herpesvirus, es necesaria para la replicacion
de los Herpesvirus.(51) La UL6 se identific originalmente como una proteina menor
de la capside de HSV-1. Se encontré que los mutantes con delecién de UL6 eran
defectuosos para la encapsidacién del ADN y dieron como resultado la acumulacién
de cépsides vacias en el nucleo de la célula infectada.(52)

Los estudios que utilizan mutantes de HSV-1 que codifican mutaciones sensibles a
la temperatura o nulas han revelado que la encapsidacién exitosa del ADN de HSV-
1 requiere los productos proteicos de siete genes virales: UL6, UL15, UL17, UL25,
UL28, UL32 y UL33. Se requieren seis de estas proteinas para la escisién del ADN
viral (pUL6, pUL15, pUL17, pUL28, pUL32, pUL33), y cuando incluso una falta o no
funciona, el ADN concatemérico y las capsides se acumulan dentro del nucleo de la
célula infectada.

Doce copias de UL6 forman la estructura portal en forma de anillo a través de la
cual el ADN viral entra y sale de la capside. El analisis EM ha determinado que la
estructura del portal del HSV-1 es similar a los portales del bacteriofago dsDNA y
que reside en un unico vértice de la capside. Estos resultados sugieren que el
ensamblaje de la capside se inicia alrededor del portal y que debe existir un
mecanismo regulador para garantizar que cada capside contenga solo un portal.(53)
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TYTTSTVSSFRA: La secuencia de IBR33 se trata de un epitope continuo de la
proteina UL21, esto refleja que las interacciones anticuerpo-antigeno estan
mediadas a traveés de la estructura terciaria.(54)

UL21 es una proteina de tegumento multifuncional conservada en alfaherpesvirus,
tiene diferentes funciones esenciales, aunque poco conocidas en la replicacion viral
y la patogénesis. Las funciones de UL21 se han caracterizado bien en el virus del
herpes simple (HSV) y el virus de la pseudorrabia (PRV). Estudios previos
destacaron que la falta de UL21 resulté en una disminucion de los titulos virales en
HSV-1y PRV, y un mutante de delecion UL21 causo un retraso en la produccion de
ARNmM viral, proteinas virales y viriones en HSV-2 y HSV-1.

Los datos bioguimicos sugieren que la expresion del gen UL21 en PRV facilita el
procesamiento del ADN viral y esta directamente relacionada con la maduraciéon de
la capside. Ademas, se demostré que UL21 es una proteina del tegumento asociada
a la capside en HSV-1y PRV a través de una interaccion con UL16, que conecta la
capside a la envoltura para promover la envoltura secundaria. En HSV-1, UL21 es
fundamental para la funcién de la glicoproteina E al cooperar con las proteinas
interactuantes UL11 y UL16. Ademas, en HSV-1 la UL21 promueve el movimiento
viral intracelular al interactuar con los microtibulos. Estos hallazgos demuestran
gue la proteina del tegumento UL21 es indispensable para la replicacion eficaz del
virus en cultivo celular, ya que la eliminacion del gen UL21 resulté en defectos de
crecimiento severos y placas mas pequefas.(55)

6.4 UBICACION DE LOS MIMOTOPOS IDENTIFICADOS SOBRE UN
MODELO TRIDIMENSIONAL

Con el fin de mapear la localizacién de los mimétopos especificos en las proteinas
del BoHV-1 se obtuvieron las estructuras tridimensionales de las proteinas UL6 Y
UL21 del HSV-1 reportadas en la base de datos en linea GenBank (International
Nucleotide Sequence Database). Debido a que no se dispone de una estructura 3D
de las proteinas UL21 y UL33 del BoHV-1 el andlisis in silico de la familia.ico se
realizo utilizando modelos 3D del HSV-1 como lo reportd Greycele et. al. (4)

Conocidas las secuencias se utilizé el programa “Clustal Omega” para conocer la
porcion de las proteinas de BoHV-1 podrian alinearse con las secuencias de
aminodacidos expresadas por las clonas seleccionadas.

Una vez se obtuvieron los archivos de GenBank se utiliz6 el sistema de visualizacion
molecular PyMol, distribuido por Schrodinger.
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b)

HSV-1UL6 90 RLVRRYR 120
IBR24 UL6 SHTSHYG
BoHV-1 UL6 S0 DIAARIG 120
HSV-1UL6 400 AVVNN 430
IBR24 UL6 SVVHR
BoHV-1 UL6 400 SVVHS 430

Figura 11.- a) (En azul) Proteina UL6 de HSV-1. (En rojo) Epitopo discontinuo en
la superficie de la proteina UL6 del HSV- 1 que mimetiza IBR24. b) Alineamiento
de las secuencias de IBR24, HSV-1 y BoHV-1 utilizando la herramienta Clustal
MUSCLE version 3.8.

b)

HSV-1UL21 130 ECLAEYCTSLRT. 160
IBR33 UL21 TYTTSTVSSFRA
BoHV-1 UL21 130 PYLAECFVSLGV 160

Figura 12.- a) (En azul) Proteina UL21 de HSV-1. (En rojo) Epitopo continuo en
la superficie de la proteina UL21 del HSV- 1 que mimetiza IBR33. b) Alineamiento
de las secuencias de IB33, HSV-1 y BoHV-1 utilizando la herramienta Clustal
MUSCLE versién 3.8

6.5 DOT BLOT

En el ensayo donde se utilizaron 10°ufp/ml,2 X 10%ufp/mly 2 X 101ufp/ml de clonas
individuales para sensibilizar las membranas de nitrocelulosa, todas las
concentraciones de clonas causaron un cambio de color notable en los pools sueros
que fueron diluidos 1:50, Sin embargo, el cambio de color mas notable se dio en la
concentracion 2 X 1011 UFP para ambas clonas. El control negativo donde se utilizé
el pool de sueros bovinos negativos a IBR no manifesté ningin cambio de color.
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IBR24 IBR33
Péptido (SHTSHYGSVVH) {TYTTSTVSSFRA)
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Figura 13.-En los Dot Blot observamos que los péptidos reaccionan con la mezcla

de sueros bovinos positivos a BoHV-1/IBR en las 4 concentraciones utilizadas,

pero no lo hacen con la mezcla de bovinos negativos.

En el ensayo donde se utilizaron los sueros de animales individuales positivos a IBR
nuevamente se demostré un cambio de color sensibilizando las membranas con
una concentracion de 2 X 1011 UFP y diluyendo los sueros individuales 1:50, el suero
negativo a IBR no mostrd ningln cambio en su color.

Sueros bovinos

individuales BoHV-1

Péptido UFP (2 X 101 IBR24

(SHTSHYGSVVH)

IBR33
(TYTTSTVSSFRA)

Suero positivo 2 (+)

Suero positivo 3 (+)

"
¢

Suero positivo 4 (+)

Suero positivo 5 (+)

Suero negativo 1 (-)

';".
U

Figura 14.- Dot Blot con sueros de animales individuales, se utilizé la
concentracion de bacteriéfagos 2 X 10! los fagos reaccionaron a los sueros
individuales positivos y no hubo reaccion con el suero negativo.
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7. DISCUSION

Se realiz6 la seleccion de fagos que mimetizan la estructura de epitopos
(mimétopos) de proteinas del BoHV-1utilizando la técnica Phage Display. En la
actualidad se utilizan con frecuencia proteinas recombinantes, las cuales ofrecen
muchas ventajas respecto a los antigenos aislados de otras fuentes bioldgicas,
como son la pureza, actividad especifica, estandarizacion entre lotes. Actualmente
las nuevas tecnologias permiten obtener péptidos especificos sin la necesidad de
sistemas hospedadores.

Panning: A diferencia de trabajos como el de Japolla (56) o Hou (57) que obtuvieron
péptidos que actian como anticuerpos para la identificacion de los virus de interés
en este trabajo se seleccionaron fagos que imitaran estructuras del BoHV-1.

Se optd por la busqueda de mimétopos del BoHV-1 para cumplir la necesidad
de obtener al patdgeno sin la utilizacién de sistemas hospedadores, por ello se
utilizé un suero comercial positivo para la bio seleccion, otra posibilidad era utilizar
sueros obtenidos de animales infectados naturalmente como realiz6 Hou (58) que
obtuvo muestras de sangre de bovinos infectados con IBR para realizar pruebas
serologicas, en su estudio compar6 el diagnéstico de IBR por PCR con un ensayo
de Amplificacion de Polimerasa Recombinasa isotérmica donde hizo la observacion
de que las pruebas podrian verse afectadas por titulos bajos de anticuerpos.

Las cantidades de fago de entrada y fago de salida se determinaron por titulacién
en cada ronda, en la primera se obtuvo un titulo de 5.3 X 106UFP/ml y en la tercera
ronda se obtuvo 1.0 X 10’UFP/ml, en estas rondas se sensibilizaron los pozos de la
placa de ELISA con 0.5ng de anti FC, en la cuarta ronda se redujo la cantidad de
anti FC a 0.2ng y se obtuvo un titulo de 5.0 X 10°UFP/ml, en la quinta ronda se
usando 0.1ng de anti FC y se obtuvo un titulo de 1.0 X 108UFP/ml, estos aumentos
en los titulos entre rondas sugieren que los fagos especificamente unidos a los
anticuerpos anti IBR se tuvieron un enriquecimiento. Parecido a como reporté Hou
(57) que en un estudio para buscar fagos que se unieran a la proteina G1 del BEFV
también redujo la cantidad de el objetivo de interés para aumentar la unién mas
especifica de los fagos, en su primera ronda obtuvo 7.2 X 103UFP/mly en la cuarta
ronda obtuvo 7.2 X 10°UFP/ml.

La presentacion de fagos especificos de BohV-1 en la primera ronda de seleccion
fue de 5.3 X 105, en la tercera 1 X 107 y en la quinta 1 X 10° la amplificacién de
estos virus y su posterior uso en las siguientes rondas produjo aumentos en las
recuperaciones (un aumento de 100 veces de la segunda a la tercera ronda). Este
resultado coincidié con lo informado por Zamit y colaboradores(59) quienes
utilizando una biblioteca comercial con 12 aminoacidos lineales para identificar
epitopos/mimotopos de la proteina E2 del VDVB-1, el titulo de los fagos eluidos en
la primera ronda fue de 9.4 X 10° UFP/ml y en la tercera ronda 1 X 107 UFP/mL,
reportando el incremento en el enriquecimiento. El titulo de los fagos eluidos
aumento6 notoriamente después de la amplificacion en E. coli.
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ELISA suero comercial/ pool de sueros bovinos: Se observo poca diferencia al
comparar la reactividad de las clonas con los sueros positivos y con los sueros
negativos, informes indican que al final del biopanning las lecturas de ELISA
obtenida con los antigenos de interés suelen ser tres 0 mas veces la lectura de los
controles negativos, en este estudio no se encontré una diferencia significativa, una
alternativa para obtener valores mas altos en las lecturas del ELISA es probar con
otro protocolo, como lo utilizé6 Hernandez (60), utilizando el mismo arreglo para el
ELISA que el realizado en su biopanning, sensibilizando la placa con anticuerpos
IgG, bloqueando y posteriormente agrego las clonas individuales obtenidas para la
deteccion de la toxina Pet de Escherichia coli (60). Otra posibilidad es utilizar fagos
no unidos en el panning como lo realizé Sigingaowa(61) que buscaba mimotopos
de la proteina S del virus de la gastroenteritis transmisible porcino (TGEV).EI control
negativo utilizado en este trabajo fue un bacteri6fago M13 que no expresa
aminoacidos en su capside.

Otra posible causa de la reactividad de las clonas individuales con los sueros
negativos se debe a que los sueros bovinos pueden contener anticuerpos contra el
fago M13, para eliminar esta reaccion inespecifica existe la posibilidad de sintetizar
los péptidos para utilizarlos como antigenos para pruebas de ELISA en un estudio
futuro.

Elisa sueros bovinos individuales: En este ELISA no se encontré una sinergia
evidente con la combinacion de ambas clonas, hubo una reactividad con los sueros
bovinos positivos 1, 2 'y 3 pero con los sueros 4 y 5 no hubo una respuesta evidente,
esta estrategia es similar a la que realizé6 Orozco 2015(62) que en su trabajo
obteniendo mimotopos del virus de la Diarrea Viral Bovina sensibilizé la placa de
ELISA con la mezcla de dos clonas individuales, una a diluciéon 1:100 y otra a
1:6,400, en este estudio se decidié sensibilizar con la mezcla de clonas IBR24 E
IBR33 en igual proporcién ajustandolas a un titulo de 2 x 10**UFP/ml.

Secuencias Obtenidas: Todas las clonas seleccionadas tuvieron una secuencia
de aminoécidos diferente, ninguna se repitio. Al analizarlas en BLAST 12 de 18
clonas tuvieron un 100% de identidad con proteinas del BoHV-1 entre ellas
glicoproteinas de importancia diagnostica,

Las secuencias SHTSHYGSVVHR y TYTTSTVSSFRA mostraron un 100% de
homologia con proteinas UL6 y UL 21 respectivamente lo que nos hace suponer
gue representan estructuras muy abundantes y activas en el suero hiperinmune. En
el estudio de Juarez(33) que obtuvo mimatopos del Virus de la Diarrea Viral Bovina
2 (VDVB-2), utiliz6 la herramienta AliView v1.17 y Multialinv5.4.1, con el que
obtuvo porcentajes de homologia con proteinas del VDVB que van del 71.45 para
la Glicoproteina E2, 85.7% para la proteina Npro y 57.1% para la proteina N53.
Para evaluar el porcentaje de identidad podrian utilizarse también otros
programas ya que solo se utilizé el programa Sequencher version 5.4.6, esto
podria contribuir al estudio de otras clonas con potencial diagnéstico que se
obtuvieron en este estudio, por ejemplo, la clona IBR37 con la secuencia
GSAARTISPSLL tuvo una homologia del 83.33% con la gE que podria utilizarse
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para la diferenciacion de animales vacunados de los infectados ya que la vacuna
contra IBR utiliza un virus con una delecion de la gE, en los ensayos de ELISA,
IBR37 también mostré una reactividad en el ELISA similar a la de IBR 24 e IBR33.
Estos resultados son parecidos a los reportados por Berrocal (2013)(63), que
analizo individualmente 36 clonas individuales obtenidas de la cuarta ronda de
bioseleccion contra la proteina SAT de E. coli en un ensayo de ELISA similar al
descrito en este trabajo, sensibilizaron la placa de Elisa con 1X 10 12 UFP/MI ,
utilizaron suero anti SAT a una concentracion de 0.8ug/pozo, posteriormente
utilizaron anticuerpos monoclonales anti M13 de conejo marcado con fosfatasa
alcalina diluida 1:1,000, después de evaluar su reactividad Unicamente 2 clonas se
consideraron positivas a suero inmune.(63)

Mapeo de los mimoétopos: En este estudio se realizé el mapeo de los mimétopos
de las proteinas UL6 Y UL21 utilizando las estructuras reportadas del Herpes
Simplex Virus (HSV-1), esta estrategia también la utiliz6 Greycele et. al. (4), que
utilizé la estructura del HSV-1 para mapear mimétopos de la gB del BoHV-1
utilizando las proteinas del HSV-1 reportadas. Esta estrategia fue factible debido a
la gran similitud entre miembros de la familia.

Dot Blot: Para obtener un resultado mas especifico de la sensibilidad y
especificidad de esta prueba comparada con el diagnostico por ELISA podria
realizarse un experimento similar al reportado por Oliveira y colaboradores quienes
utilizaron 96 sueros de bovinos positivos a prueba de Microaglutinacion
Microscépica (MAT) para estandarizar una prueba de Dot Blot para el diagndstico
de Leptospira.(64) Hoy en dia son cada vez mas demandadas las técnicas
diagndsticas que pueden realizarse facilmente y en el sitio donde se localiza el
problema. El objetivo es que se puedan tomar decisiones rapidas, que reduzcan los
costos del diagndstico y la disminucién de la enfermedad. Son fundamentales en
paises poco desarrollados donde el transporte de las muestras al laboratorio puede
suponer mucho tiempo.

Los resultados obtenidos en este proyecto son relevantes ya que permitirdn
continuar realizando estudios utilizando el método de Phage Display para la
obtencién de fagotopos relacionados con la actividad especifica de mimotopos
inmunodominantes de virus, para posteriormente ser utilizados para el desarrollo de
reactivos de inmunodiagndstico o produccion de inmunégenos.(33). La tendencia
actual trata de reducir el uso de antibiéticos y se dirige a la prevencion, control y
erradicacion de los procesos infecciosos en la medicina veterinaria, mediante
estudios epidemiologicos, el diagndstico y vacunacion siendo los elementos clave
para el control de la salud animal. Cuanto mas se detecte la enfermedad y mas
sensible y especifico sea el diagnostico, mejor serpa el control de la misma el
seguimiento seroldgico de esas patologias constituye una herramienta clave en la
gestion sanitaria de las mismas.
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8. CONCLUSIONES

Teniendo como sistema de estudio el BoHV-1, el uso de Phage Display permite la
seleccion de grandes colecciones de péptidos que pueden contribuir de manera
significativa a la elucidacion de la estructura de epitopos en términos de
composicibn de aminoacidos, conformacion y comportamiento antigénico e
inmunogénico.(32)

El método de Phage Display fue Gtil para identificar epitopos/mimotopos del
BoHV-1.

Los fagotopos obtenidos contra el BoHV-1 pueden ser de utilidad para el
desarrollo de un método seroldgico para asi dar un tratamiento oportuno al
actual problema de la infeccion por BoHV-1.

Utilizar el método de Dot Blot para el diagnéstico de IBR podria ser muy
conveniente por su bajo costo y no requerir un laboratorio con equipo tan
sofisticado, es posible analizar un gran nimero de muestras bajo condiciones
favorables.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los mimétopos
seleccionados tienen caracteristicas inmunoldgicas importantes y podran ser
utilizados para el desarrollo de herramientas diagnosticas para la deteccion
de anticuerpos contra el BoHV-1. Este trabajo abre la posibilidad del uso de
estos péptidos de ensayos para la identificacion de fagotopos de otros
patébgenos con una importancia en la salud animal.
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ANEXO 1.

Medios y soluciones

Buffer de Carbonatos (100 ml)

Reactivo Cantidad
Carbonato de Sodio (Na2CO3) 0.159 gr
Bicarbonato de Sodio (NaHCOs3) 0.293 gr
Agua destilada 100 ml

Ajustar pH con NaOH/HCI 1N, almacenar a 4°C

PBS 0.1M (1 L)

Reactivo Cantidad
Cloruro de Sodio (NaCl) 8 gr
Cloruro de Potasio (KCI) 0.2 gr
Fosfato de disodio (NazHPO4) 1.44 gr
Fosfato monopotéasico (KH2PO4) 0.24 gr
Agua destilada 1L

Esterilizar en autoclave y mantener a temperatura ambiente

PBS-BSA al 2% (100 ml)

Reactivo Cantidad
PBS 0.1M estéril 100 ml
Albumina sérica bovina (BSA) 29r

Esterilizar por filtracion y conservar a 4°C

PBS-Tween 20 al 0.1% (1 L)

Reactivo Cantidad
PBS 0.1M 1L
Tween 20 1ml

Mezclar en agitacion constante con una barra magnética para eitar la formacion de

espuma y esterilizar por filtracion.

Glicina HCI 0.2M (Ph 2.2) (100 ml)

Reactivo Cantidad
Glicina 1.505 gr
Agua destilada 50 ml

Agregar la glicina a 50 ml de agua destilada estéril y mezclar en agitacion con barra
magnética, continuar con la agitacion mientras se adiciona el acido clorhidrico hasta
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bajar el pH de la solucion a 2.2, una vez obtenida la acidez requerida aforara a 100

ml con agua destilada estéril; esterilizar por filtracion.

Tris-HCI 1M (ph9.6) (100 ml)

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 12.144 gr
Agua destilada 100 ml

Aforar a 100 ml con agua destilada y esterilizar por filtracion.

Medio LB (1 L)

Reactivo Cantidad
Bacto Triptona 10 gr
Extracto de levadura 5gr
Cloruro de Sodio (NaCl) 5qr
Agua destilada 1L

Esterilizar en autoclave y mantener a temperatura ambiente

Top Agar (1L)

Reactivo Cantidad
Bacto Triptona 10 gr
Extracto de levadura 5gr
Cloruro de Sodio (NaCl) 5gr
Agar 7Qr
Agua destilada 1L

Esterilizar en autoclave y mantener a temperatura ambiente, derretir en microondas

cuando requiera ocuparse.

PEG 20%/NaCl 2.5M (200 ml)

Reactivo Cantidad
Polietilenglicol 8,000 40 gr
NaCl 29.22 gr

Con el Polietilenglicol realizar una solucion en 100 ml de agua destilada y esterilizar
por autoclave, de la misma manera hacer una solucién con el NaCl en 100 ml de
agua destilada y esterilizar ambas soluciones en autoclave, una vez estériles
esperar a que disminuya la temperatura para mezclarlas también en esterilidad.

TBS(1L)
Reactivo Cantidad
Tris-HCI (pH7.5) 0.6057 gr
Cloruro de Sodio (NacCl) 0.8766 gr
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| Agua destilada 1L
Esterilizar en autoclave y mantener a temperatura ambiente

Cajas de Medio LB + IPTG/Xgal (1 L)

Reactivo Cantidad
Medio LB 1L

Agar 15 gr
X-Gal 1gr
IPTG 0.625 gr
Dimetil formamida 16.5 ml

- Primero se realiza una solucion de X-Gal/lPTG, se realiza una solucién de x-Gal
en 4MI de dimetil formamida, de esta solucion se toman 2 ml y se afora a 12.5 ml
con dimetil formamida, posterior a ello se le afiade el IPTG y se guarda en un
contenedor que lo proteja de la luz.

- Una vez que se tiene preparado el X-Gal/lPTG se agrega al medio LB cuando
aun esta liquido, se mezcla y se preparan los agares en cajas Petri.

Buffer de yoduros

Reactivo Cantidad
TRIS-HCI (pH8.0) 0.1211 gr
EDTA 0.0292 gr
Yoduro de Sodio (Nal) 59.95 gr

Aforar a 100 ml con agua destilada, mantener a temperatura ambiente protegido de
la luz, descartar si se nota cambio de transparente a un color amarillo.

Buffer de transferencia

Reactivo Cantidad
TRIS Base 1M 48 mi
Glicina 1M 39 ml
Metanol al 100% 20 ml
SDS (AL 10%) 30 ul

Diaminobencidina

Reactivo Cantidad
Peréxido de hidrogeno 30% 2 ul
PBS Tween 0.05% 1 mil

Agregar 3,3 diaminobencidina antes de usarse
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