TTH0 NRCONAL AUTONONZ 7
W )

= fﬂ? S——XN

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

IDENTIFICACION DE EPITOPOS DE IMPORTANCIA
DIAGNOSTICA DEL VIRUS DE DIARREA VIRAL BOVINA
MEDIANTE EL USO DE LA TECNICA PHAGE DISPLAY

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

PRESENTA:
MIGUEL ANGEL CORTES RODRIGUEZ

ASESOR:
DR. JOSE ALBERTO CANO BUENDIA

Ciudad Universitaria, CD.MX. 2022




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicatorias

A mi madre Leticia Rodriguez Pacheco y mi padre Guillermo Cortes Gonzéalez por creer en
mi, su apoyo incondicional desde que inicie la carrera, las palabras de aliento, el amor que
me brindaron y el ejemplo de nunca rendirse, ver su esfuerzo dia a dia me motivo a continuar
y lograr mi objetivo, gracias por todo, esto también es para ustedes, gracias por apoyar mi

amor a la ciencia, los amo.

A mis hermanos Guillermo Cortes Rodriguez y Josué Emanuel Cortes Rodriguez, siempre
seran mi motivacion para seguir creciendo y ser mejor para poder ser un ejemplo para

ustedes, los amo.

A mis abuelas Victoria Rodriguez Pacheco y Raquel Gonzales Ugalde por verme siempre
con orgullo, el amor que me siguen brindando y la emocion de verme creciendo en todo

sentido.

A mi abuelo que en paz descanse y aungue sé que no podras leer esto, también sé que estarias
feliz de ver que logre lo que me propuse, gracias por lo que me ensefiaste, un abrazo hasta

donde estés.

A Yordy Negrete Moreno, gracias shavo por hacer de este proyecto que empeceé por ver tu
entusiasmo algo tan memorable, por ser mas que un amigo dentro y fuera del laboratorio y
convertirte en mi familia, siempre voy a recordar todas las aventuras en el laboratorio y que

fuiste la primer persona que crey6 en mi en ese lugar, de nuevo, gracias hermano.

A Skarlet Villasefior por todo el apoyo que me brindo durante la tesis, gracias por tu amistad
y por la confianza para ayudarnos mutuamente, te convertiste en una gran amiga y siempre

voy a recordar esas palabras de aliento y esas risas durante la tesis.

A mi asesor José Alberto Cano Buendia por todo lo que me ensefio, por la paciencia y la
exigencia, por ser ejemplo de cientifico que aspiro a ser, gracias Doc por ver en mi cualidades
gue yo no lograba ver, darme su apoyo y consejos, gracias por la oportunidad de demostrarme
que soy capaz de hacer ciencia y siempre dar lo mejor de mi, de brillar en donde no crei que

podria hacerlo, sera un orgullo ser su colega.




A mis amigos con los que termine la carrera Gonzalo Guerrero, Carlos Rodriguez y Cristian
Basilio por siempre estar conmigo cuando sentia que no podria lograrlo y me dieron animos

para seguir, gracias carneros.

A Rocio Estefania Morales Guerrero por siempre apoyarme, gracias por darme los animos
que en ocasiones yo no tenia y creer en mi cuando ni siquiera yo lograba hacerlo, por

alentarme siempre y ayudarme a no rendirme, gracias tu, te amo y te always.

A mi perrita y compaiiera de vida, Canela, por ser mi modelo para las materias a lo largo de
la carrera, mi cofre de confesiones y desahogos, por el amor que me ha dado a lo largo de

estos 15 afios conmigo, siempre seras la mejor compafiia, perra oca.

A mi familia y amigos que me faltan porque aunque no estan sus nombres plasmados les

agradezco a todos por su carifio y amistad.




Agradecimientos

Este proyecto fue apoyado por: PAPIIT IN220117 de la UNAM, identificacion de epitopos
de importancia del virus de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (Herpes Virus Bovino Tipo 1)
mediante el uso de Phage Display y su adaptacion con fines diagndsticos al sistema multiplex

Luminex.

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Vacunologia y Constatacion en la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM) bajo la asesoria del MVVZ José Alberto Cano Buendia.

Al laboratorio de Virologia, al Laboratorio de Brucelosis y Tuberculosis y al Laboratorio de
Inmunofisiologia y Proteomica en los cuales encontré la guia para poder resolver dudas asi

como amistades tan sinceras como valiosas, gracias por todo.

Al personal del laboratorio de inmunologia en el Instituto de investigaciones biomédicas, a
cargo de Gohar Gevorgyan Markosian con especial agradecimiento a Gonzalo Asariel Acero
Galindo.

A todo el personal académico, administrativo del departamento de Microbiologia e

Inmunologia.




Indice

RESUIMEN.... etttk e bt e e bb e e b e e e e be e e e be e e anbeeeenneas 1
[ [ oo [FTod o] o o H ST URPRPRPSRRIN 2
L ANTECRURNTES. ..ottt sttt et e st et e et e ereenbeeneeeneesbeenbenneenrees 2
1.1 Virus de la diarrea Viral DOVING..........ccoiiiiiiiiiie e 4
LHL T CAraCteriSTICAS ...vovverieieieiie ettt ettt sre st e e eneenee e 4
LILTE REPIICACION ...t et 5
LTI GenotipOS Y DIOLIPOS .....ccuviiieiee et 10
I.11.1V Respuesta y alteraciones del sistema inmunoldgico e inmunidad generada.......13
IRV To [ o] [0 USSR 17
LILVI MEtod0oS diagnOSTICOS .......eiveiieeieiiiecieeie sttt ens 22

I.111 Phage Display 0 Despliegue en fagosS.........cccviieiieiiiieiieic e 27
LT GeNEralitAOES. .....eoveeeiece ettt 27
I.IL 11 Caracteristicas del fago ML3.........ccoviii i 28

I.111L 111 Bibliotecas de péptidos expresadas en fagos. .........ccccevevveveiiieiecne s 30
LIV Biopaning 0 DIOSEIECCION. .......c.ocviiiiieieciece e 31

T JUSEIFICACION. ...t bbbttt bbb b e ne s e 32
LI 1T 101 (=] 1SS 33
TV ODJBEIVOS ...ttt bbbt b b bbbt 34
V.1 OBJELIVO GENEIAL ... 34
V.11 ODJetivOS ESPECITICOS. ... cuevieeiieieiiiieiese e 34
V. Material Y MELOTOS ......oviuiiiiiieieiee ettt sttt enes 35
V1. RESUItAdOS Y QISCUSION. .......oeimieieiieieieiceee ettt 44
VL CONCIUSTON......viiiieiees ettt st re et e e e e tesbeaneenaeneeneeneens 53
B LI =] =T =] o - TSP 54
N 112 (o F TSP UPPRTPPPO 77




Resumen

MIGUEL ANGEL CORTES RODRIGUEZ. Identificacion de epitopos de importancia
diagnostica del virus de diarrea viral bovina mediante el uso de la técnica Phage Display

(bajo la direccion del Dr. José Alberto Cano Buendia)

Teniendo presente que la Diarrea Viral Bovina (DVB) es causante de pérdidas econdémicas
en la industria ganadera y debido a esto una metodologia diagnostica efectiva es
imprescindible para su prevencion y control. Diferentes metodologias diagnosticas como el
aislamiento viral o RT-PCRT son usadas para la identificacion de esta enfermedad, teniendo
como inconveniente gque se necesitan equipos especializados, mano de obra con una
capacitacion especial y costos elevados a comparacion del diagnostico serolégico. Por lo
anterior y con la finalidad de identificar péptidos con caracteristicas antigénicas especificas
se utilizd la técnica Phage Display para la identificacion de epitopos inmunodominantes de
regiones hiperconservadas del virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) que sean
reconocidos por los anticuerpos de animales que han sido infectados naturalmente en

México.

Utilizando una biblioteca de péptidos expresados en fagos Ph.D. -7 en 4 rondas de
bioseleccion con un pool de sueros de bovinos de campo en México positivos a DVB
identificando 3 clonas reactivas (MACD8, MACD9 y MACD14) utilizando un ensayo de
ELISA; a estas 3 clonas se les realizo una extraccion de ADN vy se identifico la secuencia de
aminoacidos que expresaban estas clonas NDRWESP, LSNNNLR y NLNRTNP
respectivamente mostrando homologia con la proteina no estructural NS5B la cual es una
proteina hiperconservada del vDVB, estas clonas fueron probadas con ensayos de ELISA y
Dot-blot en ambos ensayos se obtuvieron resultados que evidencian el reconocimiento de

sueros individuales positivos a DVB junto al no reconocimiento de un suero negativo a DVB.

Palabras clave: Diarrea Viral Bovina, Phage Display, ELISA, Dot-blot, Diagnostico

seroldgico, epitopo inmunodominante, NS5B.




l. Introduccion

I.I Antecedentes

La Diarrea Viral Bovina (DVB) también conocida como enfermedad de las mucosas, afecta
en gran medida la produccion bovina en México desde hace mas de 60 afios,* teniendo una
amplia distribucion a nivel mundial siendo una de las enfermedades virales méas comunes y
econdmicamente importante. Ademas de afectar al ganado bovino, esta enfermedad puede
afectar a animales de otras especies domesticas y fauna silvestre como cabras, borregos,
cerdos, bisontes, llamas, alpacas y venados cola blanca entre otros; esta enfermedad causa
alteraciones digestivas, respiratorias, nerviosas, inmunoldgicas y reproductivas,?® ejemplos
de ello son: pérdida de peso, baja produccion lactea y cérnica, abortos, bajo indice de
gestacion y malformaciéon en becerros o mortinatos; ademas de estos efectos directos,
favorece la presentacion de otras enfermedades infecciosas y/o parasitarias que impacta de

forma negativa en la produccion bovina.?*®

La prevalencia a nivel nacional se encuentra alrededor del 69%°®, ademas la Organizacion
Mundial para la Salud Animal (OIE) incluyé esta enfermedad (DVB) en la lista de
enfermedades de reporte obligatorio en bovinos por las pérdidas econémicas que conlleva a
nivel mundial, ya que altera negativamente todas las etapas del ciclo productivo y si en una
zona libre de esta enfermedad es introducido un animal infectado en un lapso de 2 a 3 afios,
se convertira en una zona endémica de la enfermedad, modificando su estatus zoosanitario

con todas las repercusiones que esto conlleva.®*’

Las pérdidas economicas entre 1996 y 1999 se estiman en un promedio de entre 1,254 y
25,640 pesos mexicanos/vaca/afio que con el calculo de la inflacién a la fecha actual (2020)
se estima una pérdida minima de entre 3,365 y 68,810 pesos mexicanos/vaca/afio tomando
en cuenta costos de inseminaciones para 1-2 partos, pérdidas en produccion lactea, becerros
gue no pudieron ser vendidos entre otras, o que hace que esta enfermedad sea de suma

importancia.®®




Se correlaciona el aumento de la prevalencia de esta enfermedad con el grado de tecnificacion
de las instalaciones, porque un sistema intensivo conlleva a un hacinamiento mayor,
aumentando el riesgo de contagio por el estrecho contacto entre animales teniendo como
consecuencia que el virus se propague con mayor facilidad. Existen también animales que
son inmunotolerantes lo que los hace persistentemente infectados (PI), estos animales
nacieron de hembras infectadas los cuales podrian presentar un riesgo bioldgico, ya que se
estima que podrian contagiar al 90% del hato que no presenta la enfermedad, los animales Pl

no generan anticuerpos lo que dificulta su diagnéstico y control .

Por otro lado, tenemos unidades de produccién en sistemas semi intensivos o de traspatio
donde la falta de aplicacion de metodologias diagndésticas, medidas de bioseguridad, asi como

de medicina preventiva, elevan la facilidad con la que se transmite la enfermedad.*




I.11 Virus de la diarrea viral bovina

I.11.1 Caracteristicas

El comité internacional de taxonomia de virus (ICTV) clasifica al virus de la DVB (vDVB)
en la familia Flaviviridae donde se agrupan diferentes virus que provocan enfermedades a
diferentes especies de animales domeésticos, silvestres y al humano. Dentro de esta familia
encontramos 4 géneros: Flavivirus (Virus de Zika, Virus del Oeste del Nilo y Virus de la
Fiebre Amarilla entre otros), Pegivirus (Pegivirus Ay B), Hepacivirus (Virus de la Hepatitis
C) y los Pestivirus donde se encuentra el vDVB y también podemos encontrar virus como el

de la Peste Porcina Clésica y el virus de la Enfermedad de las Fronteras.!! 13

Los pestivirus son virus envueltos, esféricos y miden de 40 a 60 nm de didmetro. Se
componen de una cadena simple de ARN sentido positivo (perteneciendo al grupo Baltimore
IV) de 12,300 bases aproximadamente que posee en ambos extremos terminales regiones sin
traducir o UTR (Untraslate region) envuelta en una cépside proteica de 27-29 nm de
diametro, rodeada por una membrana fosfolipidica con tres glicoproteinas ancladas a ella
(Erns, E1 y E2).1114 A diferencia de los demas virus en la familia Flaviviridae los virus del
género pestivirus codifican dos proteinas Unicas: Npro (con efecto auto proteolitico) y Erns
(con actividad de RNAsa), las cuales estan relacionadas con la supresion de la respuesta

inmune del hospedador mediada por interferon (IFN).5-22
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Figura 1. Estructura del virién del vDVB, morfologia y componentes estructurales.'!?3




I.11.11 Replicacién

La adsorcion del virus a la superficie celular se da gracias a un enlace entre receptores
celulares y las glicoproteinas E virales, siendo el heterodimero E1-E2 y el homodimero
E2-E2 los que tienen una mayor participacion en el acoplamiento con el receptor CD46; para
la glicoproteina E2 en especifico encontramos al receptor lipoproteico de baja densidad
(LDL-R),?* el virus puede utilizar este receptor en células de diferentes especies animales, 2
de manera complementaria la glicoproteina Erns (presente solo en los pestivirus) puede
unirse a los glucosaminoglicanos presentes en la superficie celular participando en la

adsorcion.?’

La internalizacion del virus se da gracias a endocitosis dependiente de clatrina llegando al
citoplasma donde se Ileva a cabo la replicacion viral,?® la cadena de RNA del vDVB cuenta
en su extremo 5’ con una secuencia de nucleotidos que imitan la estructura CAP de los
RNAm que tiene la funcion de entrada al sitio ribosomal interno?® mediando la traduccion de

una poliproteina de aproximadamente 4000 aminoécidos (Figura 2).11142°
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Figura 2. Esquema de la poliproteina resultante de la traduccion del RNA del vDVB vy los

diferentes productos resultantes de esta.?>°




Las proteinas estructurales son las siguientes:

Proteina C: proteina que conforma la capside viral, pequefia de 14 kDa, posee carga
basica y tiene la funcion de empaquetar al RNA viral por su afinidad a este.31:3
Glicoproteina Erns: esta proteina no tiene equivalente en otros géneros de la familia
Flaviviridae. Se encuentra en forma de homodimeros, casi la mitad de su estructura
esta glicosilada, participa en la adsorcion al interactuar el carboxilo terminal de esta
proteina con los glucosaminoglicanos de la superficie celular, pero no participa en la
internalizacion del virion en la célula huésped y puede disociarse facilmente de la
envoltura viral.® Esta glicoproteina tiene la funcion de inhibir la sintesis de RNA de
doble cadena interviniendo con la sintesis de éste en la célula infectada o las células
adyacentes al ser secretada, ademas de inhibir la activacion de los receptores tipo Toll
(RTT-3y 7).182! Sumado a esto, puede producir apoptosis de linfocitos derivando en
una leucopenia e inmunosupresion. 18343

Glicoproteina E1 y E2: estas glicoproteinas como la glicoproteina Erns estan
presentes en la envoltura viral y son transmembranales, se encuentran en forma de
homodimeros (E2-E2) que se forman en el estadio temprano en el ensamblaje y
heterodimeros (E1-E2) que se forman en el estadio tardio una vez que la glicoproteina
E1 es liberada del reticulo endoplasmico rugoso; participan en la adsorcion del virus
a la superficie celular por medio de unién al receptor CD46 presente en células
epiteliales, endoteliales, polimorfonucleares, linfocitos, monocitos y macréfagos;

ademas de esto, también ayudan a la internalizacion del virion.26:36-38

Las proteinas no estructurales se describen a continuacion:

Npro: es una autoproteasa con actividad autocatalitica que se autocataliza
postraduccionalmente liberando la proteina C de la poliproteina obtenida de la
traduccion del material genoma viral. Actia como antagonista del IFN-I mediante la
degradacion del receptor tipo toll 3 (RTT-3).16:3




p7: proteina pequefia de 6 a 7 kDa con capacidad para formar canales ionicos en
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, también es conocida como viroporina, esta
compuesta principalmente por aminoacidos hidrofobicos, estad codificada entre la
glicoproteina E2 y la proteina no estructural 2 (NS2), participa en el estadio tardio
del ensamblaje del virion y su posterior liberacion, 394

NS2 y NS3: la proteina NS2 es una cisteina proteasa que tiene participacion en la
regulacion de la replicacion del RNA de los pestivirus, responsable de la escision del
complejo NS2-3 por accion de la chaperona celular “’Jiv’’ la cual permite la
liberacion de NS3.4142 Las cepas no citopaticas, donde la actividad autoproteolitica
de NS2 disminuye de manera significativa en las primeras horas de infeccion, pueden
tener mutaciones, lo que haria que se convirtieran en cepas citopaticas teniendo mayor
actividad proteolitica liberando mas NS3 y estando libre de NS2 induce la activacion
de la apoptosis, por lo que se le considera un marcador de citopatogenicidad.*3#4

La proteina no estructural NS3 es una proteina conservada en los Pestivirus de 80
kDa y desencadena una respuesta inmune humoral importante, su dominio C-terminal
s una proteasa que procesa el resto de las proteinas no estructurales de la poliproteina
y el extremo N-terminal actia como una RNA helicasa, por lo que es esencial para la
replicacion viral 454

NS4A: esta proteina no estructural es necesaria para dar estabilidad a NS3 y cooperar
con su actividad proteolitica, siendo la region central el cofactor dominante, teniendo
interaccion con la region N-terminal de NS3, ademas, interactia con proteinas
membranales del reticulo endoplasmico donde se produce el RNA en sentido
negativo (antigenoma) y RNA en sentido positivo.*4°

NS4B: es una proteina de aproximadamente 38KDa transmembranal en reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y mitocondrias, puede asociarse al complejo de
replicacion viral interactuando con NS3, NS5A y NS5B ademas de reorganizar
membranas de células infectadas; mutaciones de esta proteina implican un cambio en
el biotipo citopatico a no citopatico aun en presencia de concentraciones elevadas de
NS3 ya que modifica la membrana mitocondrial alterando la activacién de la

apoptosis.>0>?




- NS5A: entre las funciones conocidas de esta proteina de alrededor de 58 kDa esta el
reclutamiento de componentes celulares para la replicacion, ademas de estar unida a
la membrana del reticulo endoplasmico junto con NS4B y NS5B, se ha observado
que tiene interaccion con el factor-1 de elongacion de la traduccién (eEF1A) esencial
para la viabilidad celular al regular la traduccion del RNAm y organizacion del
citoesqueleto.>2-%

- NS5B: esta proteina se encuentra en el extremo carboxilo terminal de la poliproteina,
tiene accion de RNA polimerasa dependiente de RNA, por lo que esté involucrada
directamente en la replicacion del RNA por los mecanismos de elongacion
(Dependiente de cebador) y de novo (Independiente de cebadores), también tiene
participacion en el ensamblaje de la progenie viral y es una proteina altamente
conservada en los pestivirus con la caracteristica de no tolerar alteraciones en sus
aminoacidos disminuyendo su capacidad de unirse al RNA y por consiguiente su
actividad catalitica en la replicacion, estas caracteristicas la hacen el objetivo perfecto
para el desarrollo de tratamientos antivirales aunque este tipo de terapias han

resultado en una resistencia a este tipo de farmacos.>6-

Cuando se traduce el material genético del virus, la primera escision se da en la proteina
Npro, liberandose a si misma y a la proteina C, continuando con Erns, E1 y E2, donde Erns
y NS4B translocan estas glicoproteinas a la membrana del reticulo endoplasmico, donde
maduran y forman los homodimeros y heterodimeros, previamente mencionados, los cuales

se encuentran asociados a la proteina calnexina.®*-%*

Las proteinas no estructurales son procesadas por el complejo NS3-NS4A liberando las
proteinas restantes, ademas de ensamblarse para formar los complejos de replicacion (NS4A-
NS4B-NS5A-NS5B) asociados a la membrana del reticulo endoplasmico que por accion de
NS5B, llevaran a cabo la sintesis de las cadenas negativas de RNA viral, también conocidas
como antigenoma, que posteriormente funcionaran como templados o cebadores para
codificar la cadena en sentido positivo, que servira para el empaquetamiento y dar lugar a la

progenie viral 26465




El ensamblaje y maduracion de la progenie viral tiene lugar en el reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi, posteriormente, los viriones maduros son liberados mediante vesiculas
citoplasmaticas a traves de membranas intracelulares (ver Figura 3) siendo la proteina p7

indispensable para desestabilizar las membranas y pueda ser posible la liberacion del

virion,30:40.66
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Figura 3. Representacion de las fases de la replicacion de la familia Flaviviridae con las

diferencias entre sus diferentes géneros.®




I.11.111 Genotipos y biotipos

Los genotipos reflejan diferencias en el genoma a diferencia de los biotipos que evidencian
las alteraciones que provocan en las células, tomando en cuenta lo anterior, el vDVB se ha
dividido en 2 genotipos: VDVB tipo 1 y vDVB tipo 2.°" Esta clasificacion se realizo
utilizando la similitud en la secuencia de la region 5°"UTR, para posteriormente enfocarse en

las diferencias que presentaban ambos genotipos en distintas partes del genoma.5

El vDVB tipo 1 es responsable de procesos leves con signologia inaparente, caracterizados
por un leve aumento de la temperatura corporal, la presencia de lesiones moderadas a lo largo
del aparato digestivo y en dérganos del sistema inmune. En bovinos gestantes este genotipo
puede inducir abortos. Los aislados de tipo 1 se emplean con frecuencia en el desarrollo de

vacunas y métodos de diagndstico, siendo los mas usados en investigacion.®”6

El vDVB tipo 2 esta asociado con enfermedad aguda severa,’®"* caracterizada por lo general
por presentar un cuadro hemorragico agudo, conocido como sindrome hemorrégico,
provocando la muerte de los animales.”? S6lo una minoria de las cepas del vDVB tipo 2 causa

enfermedad aguda severa, no siendo en general mas virulentas que las de tipo 1.5

Ambos tipos se han dividido en subgrupos o subgenotipos, teniendo 11 subgenotipos para el
vDVB tipo 1 (1a,1b,1c,1d,1e,1f,1g,1h,1i,1j,1K) y 2 para el vDVB tipo 2 (1a,1b).”>"

Este virus tiene dos biotipos, uno citopéatico (cp) que provoca la enfermedad conocida como
enfermedad de las mucosas, teniendo como principal indicador molecular la presencia de las
proteinas NS2 y NS3 disociadas con una concentracion detectable y uno no citopatico (ncp)™
que esta presente en animales PI (ver Figura 4), con la diferencia de que las proteinas NS2 y
NS3 no se encuentran disociadas después de un periodo corto de tiempo durante la
replicacion viral, por lo que solo se detecta el complejo NS2/3 (la gran diversidad de ambos
biotipos es atribuida a la gran capacidad de mutacion de los virus con RNA)*. Ambos
biotipos de este virus afectan animales de todas las edades y estados fisioldgicos en

produccion.’®"®




bi

Figura 4. Cultivo celular en monocapa de cornete nasal de feto bovino (CNB) el cual fue
infectado con una cepa ncp (a) sin cambios aparentes y con una cepa cp (b) donde se puede

apreciar la muerte celular que es provocada por este biotipo del vDVB."®

Se ha demostrado que el vDVB, dependiendo si es cp 0 ncp, tiene un tropismo diferente,
teniendo el biotipo ncp aislado de drganos altamente irrigados como: pulmén, higado,
rifiones, bazo y cavidad nasal, en cambio el biotipo cp fue aislado de 6rganos como: rumen,

reticulo, intestino delgado, colon, linfonodos mesentéricos y placas de Peyer.&

El biotipo ncp dentro de estudios de laboratorio en cultivo celular no presenta cambios
morfoldgicos en las células y es practicamente imposible distinguir células sanas de células
infectadas con este biotipo, ademas de eso, tiene la capacidad de provocar una inhibicion del
IFN-1 evitando la apoptosis. Se relaciona directamente a la reproduccién, causando
alteraciones morfologicas en el feto, siendo este, el biotipo presente en animales Pl con
mayor prevalencia dentro de los hatos ganaderos. A su vez, por recombinacion genética, este
biotipo puede dar origen a un biotipo cp por una mutacion en la proteina NS2 donde no se
inhiba la accion de la chaperona “’Jiv’’, teniendo como resultado cepas donde la escision de
NS2 de NS3 es posible, lo que haria que los animales P1 presentaran la enfermedad conocida

como enfermedad de las mucosas. 88182




Un virus con biotipo cp, como ya se menciond, puede surgir de la mutacion de uno ncp que
se caracteriza por alteraciones en la cromatina, morfologia celular, formacion de cuerpos
apoptoticos y la culminacion en muerte celular, todo lo anterior debido al proceso de sintesis
de proteinas virales por la traduccion del material genético. Este biotipo, a diferencia del ncp,
induce la sintesis de IFN-I y da lugar a la apoptosis de macrofagos infectados, esto por las
modificaciones celulares resultantes de la actividad de la proteina NS3 libre de NS2. Debido
a una mutacién en la proteina NS4B, un virus cp puede cambiar a ncp por su interaccion y

alteracion de la apoptosis. 8505182




I.ILIV Respuesta y alteraciones del sistema inmunologico e inmunidad
generada

Aunque se tengan biotipos cp y ncp, el efecto citopatico se relaciona con la virulencia de
cada cepa, ya que, se han registrado casos donde una cepa ncp pero altamente virulenta
provoca la muerte de las células por medios diferentes a la escision de la proteina NS3, los

cuales aln no se han estudiado.?

Cuando se presenta una infeccion por el vDVB se pueden alterar diversos 6rganos y tejidos,
incluyendo células como: monocitos, disminuyendo su quimiotaxis asi como la expresion de
CD80/CD86 y el complejo principal de histocompatibilidad Il (MHC I1) en su superficie,
células presentadoras de antigeno (CPA): macrdfagos y células dendriticas presentando
disminucion en el nimero de receptores Fc y de complemento (C3b/iC3b) que son necesarias
para la fagocitosis, neutrofilos reduciendo su actividad microbicida y linfocitos T y B
induciendo su apoptosis por medio de los macrdéfagos infectados generando una
inmunosupresion generalizada; 8% sumado a la apoptosis inducida en linfocitos T por los

efectos en macrofagos y células dendriticas se disminuye la presentacion de antigeno.®’

Durante esta inmunosupresion, los monocitos circulantes y los macr6fagos en tejidos
encargados de reconocer componentes o moléculas conservadas de microorganismos
denominados patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) por los receptores de
reconocimiento de patégenos (PRR) se ve afectado por el vDVB en la sefializacion de los
receptores tipo Toll (TLR), que se caracterizan por la liberacion de citocinas como IL-1,
Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e IL-6, provocando una alteracion en la repuesta
proinflamatoria y antiviral, esta alteracion en el sistema inmune aumenta el riesgo de
presentar infecciones secundarias bacterianas o coinfecciones con agentes virales como
Herpes virus bovino tipo 1 (BHV-1), Virus sincitial respiratorio bovino (bRSV) y Virus de
la parainfluenza bovina 3 (BP1V3), agentes causales del complejo respiratorio bovino .88




Para la sintesis de IFN-I es necesario que los TLR 3,7 y 8 presentes en la membrana celular
0 en membrana de endosomas celulares, detecten cadenas de RNA viral de cadena sencilla o
de doble cadena; en el caso de receptores intracitoplasmaticos se encuentran los receptores
citoplasmaticos similares a RIG-I, la proteina Erns actlia como antagonista de este interferén
al inhibir la sintesis de la doble cadena de RNA vy la proteasa Npro degrada al RTT-3 por lo
que estas proteinas tienen una participacion activa en la evasion de la respuesta inmune

innata, lo que dificulta el desarrollo de la inmunidad adaptativa.8-208%0

La proteina NS4B modula la activacion de TLR-7 lo que también seria de ayuda para evasion
del sistema inmune, este receptor depende del adaptador celular MyD88 donde el gen 88 es
responsable de la diferenciacion de células mieloides dando como resultado linfopenia e
inmunosupresién, ademas, si llega a presentar una mutacion, puede inhibir el proceso de
apoptosis inducido por NS3,°%°L9 adicional a esto, la proteina NS5A interactia en
macrdfagos con MyD88 inhibiendo la activacion del factor de transcripcion kB (NFkB).%

Cuando una hembra con menos de 125 dias de gestacion se infecta con una cepa ncp del
vDVB da como resultado animales Pl ya el sistema inmune del embrién no lo reconoce como
extrafio y por accion del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHCII)
incorpora a los antigenos virales a la memoria de antigenos propios,'®%*% ademas, la cepa
del vDVB presente en este fendmeno por su habilidad para evadir al sistema inmune
inhibiendo la produccién de IFN-I, TNFa, e IL- B, que a su vez inhibe respuestas de la
inmunidad innata como la inflamacién, apoptosis de células infectadas y por consiguiente la
activacion de linfocitos T favorece que exista esta tolerancia inmunoldgica.?>®” Otras
alteraciones demostradas son: linfopenia empezando con linfocitos T citotdxicos (CD8+),
seguido de los T cooperadores (CD4+), asi como de citocinas proinflamatorias como IL-2 e
IFN y (Gamma), siendo este Gltimo indispensable para la respuesta inmune ya que permite
la activacion de las CPA 8589 Un estudio reporta que esta disminucion en el IFN-y viene
acompafiada de una previa y débil induccidn transitoria, que no puede terminar en una
respuesta inmune adaptativa, ya que el sistema inmune no es maduro en esta etapa del
desarrollo, teniendo como Unico resultado una disminucion en la viremia fetal y el

establecimiento de la infeccion persistente por la inmunotolerancia generada.®®’




Respecto a la inmunidad de tipo humoral, si las CPA que tuvieron contacto con el vDVB,
interacttan con los linfocitos B y estos a su vez con linfocitos T cooperadores (CD8+) (ver
Figuras 5), tendrd& como resultado la generacion de manera temprana IgM, células
plasmaticas y a su vez 1gG con efecto protector asi como células de memoria,
correspondientes a la inmunidad adaptativa donde los anticuerpos serén los encargados de
reconocer al antigeno y generar una proteccion al neutralizar al virus;*®®® para el caso del
vDVB y el Virus de la hepatitis C se ha utilizado a la glicoproteina E2 como epitopo blanco,
ya que se demostro que la inmunidad generada por este epitopo viral nativo o recombinante
en vectores de expresion como E. coli o adenovirus, induce la generacion de anticuerpos
neutralizantes, %1% con el inconveniente de que esta proteina es hipervariable, lo que hace
que al tener un margen de mutacion muy grande, esta proteina no pueda ser reconocida por
los anticuerpos generados por una cepa diferente como lo son los biotipos cp y ncp aunque
dentro de ellos puede haber variantes que también los hagan evadir a los anticuerpos.1%? Al
existir una alta variabilidad en la glicoproteina E2, se ha buscado utilizar otras proteinas del
virus que puedan generar una respuesta inmune humoral efectiva y que los anticuerpos sean
neutralizantes, ejemplos de estas proteinas son la proteina C de la capside y proteinas no
estructurales como NS3 o NS5B, que tienen una mayor conservacion entre las diferentes
cepas sin embargo un estudio realizado en otro virus de la familia Flaviviridae (Virus de la
Hepatitis C), demostr6 que hay diferencias en la proteina no estructural NS5B de este y otros

virus de esta familia,103-105




Las proteinas no estructurales NS3 y NS5B pueden desencadenar una respuesta humoral (una
prevalencia de anticuerpos ante proteinas no estructurales de entre el 68 y 88% en virus como
el de la hepatitis C1%) detectable con ELISA indirecto y aunque faltan estudios para evaluar
su efecto protector, los resultados son prometedores, ya que detecta a ambos biotipos, lo que
evidencia una clara conservacién en proteinas no estructurales, sumado a esto, las proteinas
no estructurales también hacen que se desencadene una respuesta celular importante incluso
mayor que cuando se utilizan proteinas de envoltura, que en comparacion, inducen una

respuesta mas débil,104:105107.108
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Figura 5. Secuencia de acontecimientos que sucede para que un linfocito B responda al
antigeno. El linfocito B no solo debe ser estimulado por el antigeno sino que, también debe
recibir la co-estimulacion procedente del linfocito T cooperador y de las citocinas

secretadas.”®




I.11.V Signologia

El vDVB tiene la capacidad de provocar una gran variedad de manifestaciones clinicas en
los animales que se infectan, dependiendo de factores como el biotipo al que pertenezca el
virus que produce la infeccion, el estado inmune del rebafio y del animal de manera
individual, la edad, la etapa de gestacion en madres y la inmunidad que presenten las mismas;
sin dejar de tomar en cuenta los patdégenos oportunistas o coinfecciones que podrian

presentarse.®!

La infeccion aguda subclinica o de caracter moderado representa el 70-90% de las
infecciones agudas por el vDVB, en animales inmunocompetentes se presenta de forma
subclinica. En estos animales, dichas infecciones pasan desapercibidas en la mayoria de las
ocasiones, mostrando como Unicos signos fiebre, descarga oculonasal, diarreas leves, tos y
leucopenia transitoria con inmunosupresion como  consecuencia.”>1%1%  Esta
inmunosupresion favorece la aparicion de agentes infecciosos oportunistas,'!! destacando
aquellos que provocan enfermedades respiratorias bovinas que pueden dar origen al complejo
respiratorio bovino®8:112 y también se observa anorexia. Esta presentacion de la enfermedad
tiene una elevada morbilidad y baja mortalidad. El desarrollo de anticuerpos neutralizantes
se da 14 a 28 dias postinfeccion y, consecuentemente, la proteccion contra reinfecciones por

cepas homdlogas del virus es de por vida.!*®

Una presentacion clinica muy comun ocasionada por este virus es la diarrea viral bovina, la
cual es ocasionada generalmente por cepas del genotipo 1 y algunas cepas de baja virulencia
del genotipo 2, puede presentarse en animales de todas las edades, aunque suele verse con
mas frecuencia en animales de 6-24 meses de edad, seronegativos e inmunocompetentes. Al
tomar muestras de animales con esta signologia es posible aislar ambos biotipos siendo, sin
embargo, mas frecuente el biotipo ncp. Estos procesos cursan con una morbilidad alta y una

mortalidad muy baja o nula.**8109




Existe otra forma aguda grave de la diarrea viral bovina con elevada morbilidad y mortalidad,
estd causada por cepas ncp del vDVB tipo 2 de elevada virulencia, afectando a animales de
todas las edades.”>*41° |_a signologia se caracteriza por fiebre alta (39,7 a 41°C), agalactia,
diarrea acuosa, neumonia, produciendose a menudo la muerte del animal a las 48 horas desde
el comienzo de los signos. Estos animales presentan una reduccion del 50% en linfocitos
circulantes, trombocitopenia marcada, ulceraciones en la mucosa oral y deplecién de los
6rganos linfoides.”®'%117 En algunos casos, este proceso evoluciona hacia una forma mas

grave denominada sindrome hemorragico.’>*18

El sindrome hemorragico es una forma clinica muy grave de la diarrea viral bovina, causada
por virus ncp del vDVB tipo 2, con una mortalidad cercana al 25%.67 Los animales que sufren
este sindrome muestran fiebre, diarrea sanguinolenta, hemorragias en diferentes 6rganos,
sangrados profusos en sitios de inyeccion, congestion en conjuntiva y mucosas anémicas con
hemorragias petequiales y equimosis. Este sindrome se caracteriza por presentar una marcada
trombocitopenia, leucopenia y neutropenia.”>'*® Entre las lesiones mas caracteristicas
destaca una importante deplecién de los érganos linfoides, linfopenia por un incremento en
la apoptosis de linfocitos, vacuolizacion de células del epitelio basal de la mucosa y vasculitis

en diversos 6rganos.’2120121

La infeccion aguda por el vDVB altera la funcién ovérica y reduce la fertilidad causando
ooforitis intersticial no purulenta con necrosis de células de la granulosa.?22® Es posible
detectar el antigeno viral en macréfagos y células del estroma ovarico, entre los dias 6 a 60
post infeccion,'?* en células foliculares y ovocitos en distintos estados de maduracion.*?
Ademas, las infecciones agudas ocasionan un retraso en el desarrollo de los foliculos
preovulatorios durante dos ciclos estrales consecutivos,*?® reduccion de los niveles de
estradiol durante la fase folicular!?” y disminucion o ausencia de las oleadas de hormona
luteinizante preovulatoria o retraso en el tiempo del pico de hormona luteinizante

preovulatoria.'??




El vDVB puede afectar a los productos de la gestacion de una hembra inmunocompetente
seronegativa, teniendo como resultado diferentes alteraciones dependiendo del estadio de la

gestacion, que van desde la muerte del embrién hasta animales P1 (ver Tabla 1).2593

Tabla 1. Efectos adversos en diferentes etapas de la gestacion, causados por el vDVB.

Dias de gestacion Efectos adversos

1-40 Muerte embrionaria y reabsorcion.

45-125 Pueden presentarse abortos o malformaciones, asi como animales con
bajo peso al nacimiento e inmunotolerantes si la madre es infectada

con una cepa ncp.

125-175 Se pueden observar malformaciones en la mayoria de los tejidos,
incluso en tejido dseo, normalmente los animales desarrollaran
inmunidad por anticuerpos neutralizantes y eliminan al virus, no

obstante, pueden presentarse abortos en esta etapa.

175-280 Abortos menos frecuentes, pero existe la posibilidad de que se
presenten, se observan crias débiles o normales pero seropositivos,

generalmente con anticuerpos neutralizantes.

Los animales Pl presentan grandes cantidades de virus en todos sus tejidos, aunque éste
manifiesta un especial tropismo por las células epiteliales, linfoides y del sistema nervioso
central 2130 Jo que junto a la ausencia del desarrollo del sistema inmunoldgico en el
momento de la infeccion y la inhibicion del IFN y por cepas ncp, favorece el establecimiento

de un estado de inmunotolerancia que permite la persistencia del virus en el feto. 813!




En estos animales existe ausencia de anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes, pero son
inmunocompetentes, ya que responden frente a antigenos de virus heterélogos.!t132 La
mortalidad de estos animales es muy superior a la de individuos no infectados, ya que
alrededor del 50% mueren en el primer afio de vida'*® debido a sus defectos funcionales en
el sistema inmune, que inducen un estado de inmunosupresion y a una mayor predisposicion
frente a infecciones secundarias.®*13 Las lesiones que presentan estos animales son escasas
y leves, no pudiéndose establecer una relacion directa entre dichas lesiones y la presencia del
virus.*?® Aunque, en algunos casos, podemos observar microscopicamente lesiones cronicas

en piel y mucosas.*®

La enfermedad de las mucosas (EM) afecta solamente a los animales Pl que sufren una
superinfeccion por una cepa de biotipo cp homdloga antigénicamente similar, generalmente
entre los 6 y 18 meses de edad.*® Existen evidencias de que el biotipo cp del vDVB se puede
originar a partir del ncp en animales PI, sin necesidad de ser infectados por una cepa diferente

de un biotipo cp.4344:137.138

La EM es una forma esporadica, fatal, de curso agudo o crénico, que presenta una signologia
clinica caracterizada por la aparicion de diarreas sanguinolentas, erosiones mucosas del tracto
digestivo y cutaneas, presentandose la muerte a las 2 0 3 semanas de aparecer los signos
clinicos.*® Microscopicamente, los animales presentan enteritis fibrinosa, erosiones,
ulceraciones y hemorragias en las superficies mucosas de la cavidad oral, es6fago,
compartimientos gastricos e intestino. Los animales muestran, ademas, deplecion de los
tejidos linfoides, especialmente intensa en el tejido linfoide asociado a mucosa, que induce
un estado de inmunosupresion severo.'3%-14! Esta deplecion es consecuencia de la apoptosis
de los linfocitos,'*? principalmente de los linfocitos B y células plasmaticas en linfonodos.'*®
En fases tempranas de la EM, los linfonodos se caracterizan por presentar areas con bajos

niveles de proliferacion y alto grado de apoptosis.14414°
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Figura 6. Esquema de las diferentes presentaciones de la infeccion por el vDVB dependiendo

del biotipo, estado fisioldgico e inmunoldgico del animal .




I.11.VI Métodos diagnosticos
Los métodos diagndsticos son de suma importancia para el control de esta enfermedad, ya
que, la prevalencia es muy alta y al conocer qué animales o hatos tienen este virus, el control

y eliminacion de este agente infeccioso se haria de una forma efectiva.

Cuando un animal presenta signologia de infeccion por vDVB, que en la mayoria de los casos
son signos inespecificos, a menos que sean casos de EM donde es mas evidente el cuadro
clinico,*®1*! Jos métodos diagndsticos como son el aislamiento viral, RT-PCR o deteccion
de antigeno viral (diagndsticos directos) son las pruebas de eleccion,'® aunque las pruebas
serologicas tienen ventaja, ya que se puede estudiar el estatus de un hato a través de un
conjunto de sueros de distintos animales, lo que reduciria costos, tiempo y daria una

perspectiva mas amplia del manejo a seguir con ese hato.146:147




Los diagndsticos seroldgicos para detectar infecciones por el vDVB son los siguientes:

La inmunocromatografia es una técnica que tiene como fundamento la migracion de
anticuerpos a través de una membrana, por ejemplo, de nitrocelulosa, la muestra
donde podrian estar o no presentes los anticuerpos es afiadida a una zona donde se
encuentra un conjugado (antigeno conjugado con un marcador colorimétrico). Si la
muestra contiene el anticuerpo especifico contra el antigeno de la prueba, éste se unira
al conjugado formando un complejo antigeno-anticuerpo que migrara a través de la
membrana, donde habré zonas con anticuerpos especificos contra otro epitopo del
antigeno conjugado, teniendo una zona donde se evidencia si la muestra es positiva
(cambio de color) o negativa (sin coloracion) y una zona control donde el conjugado
gue no se unio a anticuerpos, es capturado, dando un cambio de color sin importar
que la muestra sea positiva 0 negativa, esto para saber que la prueba funciona
correctamente; asi mismo, hay pruebas de inmunocromatografia donde la membrana
solo contiene los ultimos anticuerpos mencionados que capturan al conjugado y se
afiaden los demas reactivos y la muestra, asi las zonas de control y de resultado solo
cambian de color sin necesidad de que los complejos Ag-Ac o el conjugado libre
migren. Esta prueba tiene como principales ventajas la rapidez con la que se puede
realizar, asi como la simplicidad de la misma, ya que no se necesita una maguina
especial para realizar la lectura, ademas de que, al detectar anticuerpos, es una prueba
con alta especificidad, de mas del 92% y a pesar de las ventajas que presenta esta
prueba, tiene la desventaja de que, si el antigeno usado tiene variables antigénicas
entre diferentes regiones geogréaficas, podria no detectar a animales positivos con

alguna cepa que sea antigénicamente diferente, por ejemplo el vDVB, 148151




La técnica de seroneutralizacién (SN) es una prueba punto final que tiene como
fundamento la neutralizacion del vDVB por la accion de anticuerpos especificos
contra este virus, usando diluciones constantes del suero del animal sospechoso,
enfrentandola a cantidades constantes del vDVB, estas diluciones se inocularan en
determinado numero de cultivos celulares susceptibles, para verificar la presencia de
anticuerpos neutralizantes en el suero, al inhibir la capacidad de infeccion del virus y
por consiguiente no observar los efectos citopaticos consecuencia de la infeccion del
vDVB; los resultados de estas inoculaciones seran procesadas por métodos cuantales
como el método Reed & Miinch, teniendo una medicion comparable con estandares
que nos ayudaran a determinar si un animal es seropositivo o seronegativo, siendo la
alta especificidad la principal ventaja de esta prueba. Los anticuerpos neutralizantes
son responsables del efecto protector del suero y estan dirigidos contra antigenos
especificos del virus, este método diagndstico presenta la limitante de no detectar
bajas concentraciones de anticuerpos, como en el caso de animales que lleven menos
de 15-21 dias postinfeccion, sumado a esto, el resultado de la prueba tardara mas de
un dia en poder registrarse por la metodologia empleada, lo que representa una
desventaja importante, ademéas de que, para poder producir todos los reactivos y
bioldgicos necesarios para la prueba como el vDVB o los cultivos celulares usados
como sistema hospedador susceptible se demora un tiempo considerable, lo que

podria ser una limitante para el laboratorio que oferte este método diagndstico.521%




La técnica ELISA indirecto cuyo principio es la deteccion de anticuerpos (Ac)
especificos contra el vDVB que pueden o no estar presentes en el suero de los
bovinos. La prueba consta de una placa con pocillos, los cuales tienen adheridos
antigeno del vDVB pudiendo ser el virus completo o alguna proteina viral en
especifico (las méas comunes son las de superficie), a esta placa sensibilizada con el
antigeno, se le agrega el suero del animal sospechoso y posterior a ello se adicionan
Ac mono o policlonales conjugados con una enzima, por ejemplo, la peroxidasa de
rdbano (HRP), la cual actuard sobre el sustrato cromogeno que se afadira
posteriormente (ver Figura 7); teniendo una sensibilidad cercana al 100% y una
especificidad del 98.9% de acuerdo a un kit comercial del laboratorio IDEXX, con
esto es posible detectar animales realmente positivos aunque tengan una
concentracion muy baja de anticuerpos, lo que lo hace un método confiable,°2155156
Esta prueba se ha utilizado incluso con muestras de leche teniendo resultados
positivos, ya que evidencia la presencia de hembras infectadas lo que es un factor
importante para pensar en la presencia de animales Pl. Aunque este método
diagnostico tenga muchas ventajas evidentes, tiene una clara desventaja, ya que para
poder realizarla se necesita el vDVB o proteinas del mismo, que, para ser producidas,
se necesita mucho tiempo y reactivos muy especificos asi como personal con una
capacitacion muy especial, ya que se necesitan tener medidas de bioseguridad muy
estrictas como el uso de filtros para el personal donde cambie su ropa de trabajo antes
de entrar al laboratorio, gabinetes de flujo laminar, filtros para el aire que circula en
las instalaciones, indumentaria especial para el personal, incubadoras con sistema de
esterilizacion por luz ultravioleta, el uso de material esterilizado como: son los
medios de cultivo, sueros fetales, enzimas, soluciones, contenedores, pipetas, etc;
ultra congeladores para preservar las células, todo lo anterior para que los cultivos
celulares donde se amplifique el virus no mueran y el virus no represente un riesgo
por diseminacion accidental por malas practicas de laboratorio o descuidos del
personal y aungue existan las proteinas recombinantes del vDVB, la manera de
obtenerlas es muy tardado y costoso a largo plazo por los procedimientos, equipo y

personal que se emplean.1®"1%8




Una desventaja en comin de los métodos diagndsticos mencionados, es que el antigeno que
se utiliza en ellos, son proteinas consideradas hipervariables como la glicoproteina E2 y Erns
o0 el virus completo, que al igual que las glicoproteinas mencionadas, son antigénicamente
diferentes al virus presente en la region donde se encuentran los animales que se piensan
diagnosticar, asi como el hecho de que hay virus cp y ncp las pruebas pueden tener como

resultado falsos negativos.'>®161
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Adsorcion de Ag Adicidn del Ac epecifico Adicion del Ac conjugado Adicidn del sustrato
en la placa

Figura 7. Esquema del disefio de ELISA indirecto donde los Ac especificos pueden o no estar

presentes en el suero del animal sospechoso.®?




I.111 Phage Display o Despliegue en fagos

I.111.1 Generalidades

Esta técnica tiene como caracteristica el uso de fagos filamentosos, como el M13, expresando
un péptido exogeno en la proteina plll, gracias a la insercion de la secuencia genética
aleatoria o especifica que codifica para diferentes aminoécidos (aa) en el genoma del fago en
el area donde se encuentra la informacion de las proteinas de la capside y fue descrita por
Smith en 1985,163-165

Algunas ventajas que tienen estos fagos filamentosos como vectores de clonacion son su
estabilidad en un rango amplio de temperatura y pH, la estabilidad de las bacterias infectadas
al producir grandes cantidades de fagos sin sufrir lisis; en el caso de Escherichia coli (E. coli)
se ha observado que el proceso de amplificacion de los fagos es muy répido, llegando a
producir titulos de 10 fagos/ml en un cultivo de esta bacterial®® y el genoma de estos virus
es capaz de tolerar inserciones de ADN en regiones que no son esenciales para la replicacion,

por lo que no se alteran la infeccion o el ensamblaje. 65167

Esta metodologia resulta ser muy eficaz para seleccionar y producir péptidos que mimeticen
epitopos (mimoétopos) de importancia bioldgica, ya sean enzimas como la catepsina L
producida por Fasciola hepatica, receptores celulares usados por parasitos como Eimeria
ninakohlyakimovae, epitopos inmunodominantes de virus como el vDVB o la creacion de
ligandos especificos como el receptor de la eritropoyetina,'®®1! esto puede tener distintos
fines como método diagndstico, inhibir enzimas, como agonista o antagonista en receptores
o0 para la creacién de inmunogenos con evidentes ventajas como que es un método mas rapido
que la replicacion viral, menos costoso y no representa un riesgo en potencia, ya que no son
capaces de producir enfermedad a animales 0 humanos y por el material que en esencia es el

mismo que se usa para realizar cultivos de E. coli.t®’




I.1I1.11 Caracteristicas del fago M13

Este fago es un Inovirus de la familia Inoviridae con ADN de cadena sencilla (Clasificacion
Baltimore en el grupo 1), no litico e infecta especificamente a bacterias E. coli que poseen
el plasmido responsable de la expresion de pili F.172173

Tiene morfologia tubular filamentosa altamente flexible de 880nm a 1um y de 6.5nm a 10nm
de diametro, con un genoma circular de ADN de cadena sencilla en sentido positivo de 6,400
pares de bases, con una region llamada intergénica, la cual no codifica para ninguna proteina,
sin embargo en esa region se localiza el sitio de origen para la sintesis del ADN viral en

sentido positivo y la cadena complementaria en sentido negativo.'’41"

Los productos de los genes IlI, VI,VII, VIII y IX corresponden a la cépside viral siendo la
proteina VIII o pVIII la mas abundante, denominandose como la proteina mayor de la
capside, esta proteina tiene 50aa y con alrededor de 2,700 copias recubre al genoma formando
una estructura helicoidal.1’? En un extremo del fago, se encuentran entre 3y 5 copias de dos
proteinas menores de envoltura la VIl o pVII de 32aa y la proteina 1X o pIX de 33aa siendo
ambas hidrofdbicas y al otro extremo del fago, se encuentran la proteina Il o plll de 406aa
y la proteina VI o pVI de 112aa las cuales forman un complejo en la punta del filamento,
siendo necesarias para finalizar el ensamblaje y mantener la estabilidad del virion siendo pVI
hidrofébica al contrario de plll que es hidrofilica, esta ltima (plll) también esté involucrada

en el proceso de infeccidn (ver Figura 8).165:17




La proteina plll estd dividida en 3 dominios que son N1, N2 (ambos se encuentran en el
extremo N-terminal) y CT (localizado en el extremo C-terminal). En cuanto a sus funciones,
el dominio N1 es el responsable de la translocacion del material genético del fago al
citoplasma bacteriano, el dominio N2 tiene como funcion la union con el pili Fy por Gltimo
el dominio CT en conjunto con la proteina pVI, interactian con la proteina pVIII
manteniendo la estabilidad del viridn; se conoce que estos tres dominios se encuentran
divididos por regiones con secuencias repetidas de glicina, las cuales confieren flexibilidad,
siendo estas regiones donde se incorporan las secuencias que codifican para péptidos

eXégenOS.174’l77'178

VIRION

Figura 8. Morfologia del fago M13.17°




[.IIL111 Bibliotecas de péptidos expresadas en fagos.

La tecnologia de despliegue en fago ha dado lugar a la construccion de bibliotecas de
péptidos, incorporando miles de millones de combinaciones de aminoacidos creando
péptidos con una gran diversidad y eficiencia;'®’ esta diversidad da como resultado que las
bibliotecas contengan una poblacién heterogénea de fagos con secuencias de péptidos
aleatorios (solo un péptido en particular por fago, pudiendo tener varios fagos con el mismo
péptido pero no un fago con diferentes tipos de péptidos), teniendo la particularidad de que,
si algunos fagos son seleccionados, pueden ser adicionados a un cultivo bacteriano para su
amplificacion y obtener una progenie viral que seguird expresando/desplegando los péptidos
de manera uniforme usando cominmente la proteina plll, que es capaz de soportar la
insercion de péptidos de entre 6 y 43 aa sin comprometer la estabilidad, infectividad o

ensamblaje durante su replicacion, 64171180

Actualmente, las bibliotecas de péptidos comerciales contienen un titulo que puede ir de
concentraciones de 10%2 a 10 fagos/ml siendo 10*® la concentracion mas comin y una
diversidad bioldgica de aproximadamente 10° péptidos diferentes.'®! De estas bibliotecas de
péptidos, se pueden seleccionar los péptidos de interés relacionados a ligandos especificos a

través de un proceso llamado biopaning o bioseleccidn. 82183




[.111.1V Biopaning o bioseleccion.

El proceso de bioseleccion consta de 4 etapas (ver Figura 9) que son:

- Inmovilizacion del ligando de interés.

- Interaccion entre el ligando y la biblioteca de péptidos expresada en fagos eliminando
a los que no se unieron por baja especificidad.

- Elusion de los fagos que se unieron al ligando.

- Amplificacion de los fagos eluidos en cultivos de E. coli (posterior a este Gltimo paso

se sometera a otra ronda de bioseleccion, llegando a tener entre 3 y 4 rondas).

Biblioteca de fagos

Repetir el

- (m procedimiento
m 2-3 veces
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Figura 9. Procedimiento esquematizado de una ronda de bioseleccion de una biblioteca de

péptidos expresados en fagos.*8!




I1. Justificacion

Teniendo en cuenta la hipervariabilidad en las proteinas usadas como antigenos en
diagndsticos por serologia como la glicoproteina E2 hace que este tipo de metodologia no
sea Util para detectar a todos los animales seropositivos ya que la hipervariabilidad antigénica
de esta proteina haria que los anticuerpos de animales infectados con una variante antigenica
de esta proteina no reconocieran al antigeno de la prueba teniendo resultados falsos
negativos, lo que complica el control de esta enfermedad (DVB); sumado a esto, hay otras
desventajas como el tiempo de produccion de los antigenos, su complejidad y el riesgo
biolégico que representa el amplificar el vDVB asi como su elevado costo de

aproximadamente 300 a 500 pesos mexicanos por animal.

El objetivo del presente trabajo propone identificar péptidos con caracteristicas antigénicas
especificas, mediante bioselecciones con la técnica Phage display o despliegue en fago, esto
con el objetivo de identificar epitopos inmunodominantes de regiones hiperconservadas del
vDVB que sean reconocidos por los anticuerpos de animales que han sido infectados
naturalmente, con esto se lograria un mapeo de epitopos presentes en cepas virales de México

lo que solucionaria el problema de la variabilidad antigénica.

Al usar este tipo de metodologia también se reducen costos y tiempo en la elaboracion de
antigenos, que podrian cumplir la funcidn de antigenos de captura, que pueden ser utilizados
en diferentes métodos diagnosticos seroldgicos para detectar animales seropositivos a DVB
y se elimina el riesgo que representa amplificar el vDVB, ya que los bacteriéfagos no pueden

infectar células procariontes, por lo tanto, no pueden generar un problema sanitario.

Esto podria ayudar en un futuro a ser aplicado a metodologias que ayuden al control de la
enfermedad, como un posible método diagnéstico efectivo y sin el riesgo de que la
variabilidad antigénica entre distintas cepas interfiera en la deteccion de animales

seropositivos.

Al utilizar sueros nacionales el mapeo seria mas especifico para las cepas presentes en el
pais, esto podria abrir el camino para inversion nacional y dejar de depender de laboratorios
extranjeros, los cuales como ya se menciond, podrian tener antigeno o virus que difieran con

las cepas encontradas en territorio nacional, pudiendo afectar el resultado de los estudios.




I11. Hipdtesis

Los epitopos/mimatopos identificados por Phage Display tendran caracteristicas antigénicas

similares al virus de la DVB, lo cual permitira usarlos como antigenos en diferentes métodos

diagnosticos basados en serologia.




IV. Objetivos

IV.1 Objetivo general

Identificar los epitopos/mimotopos inmunodominantes de importancia diagnostica del virus
de diarrea viral bovina a traves de la técnica de Phage Display usando suero bovino anti-
DVB.

IV.1l Objetivos especificos
1.1. Identificar clonas especificas mediante bioselecciones, usando bibliotecas de péptidos

expresados en fagos filamentosos y suero anti-DVB.

1.2. Analizar las secuencias de los fragmentos clonados en los fagos filamentosos

seleccionados e identificar las secuencias de péptidos que expresan.

1.3. Evaluar las clonas seleccionadas mediante ensayos de ELISA para identificar a las méas

reactivas a sueros positivos a DVB y analizar su utilidad en ensayos serologicos.




V. Material y métodos

- Bioseleccion por el método despliegue en fago

Para este procedimiento se utilizaron placas de 96 pozos maxysorp (Thermo Fisher
Scientific®), suero hiperinmune de conejo anti-lgG de bovino especificamente contra la
porcion FC (Novus Biologicals, No. de Catalogo NBP1-72630, USA), buffer de carbonatos,
PBS, BSA, pool de sueros positivos a DVB procedente de animales de campo en México
(proporcionados por el banco de sueros del departamento de reproduccién de la FMVZ-
UNAM), biblioteca de péptidos de visualizacion en fagos (Ph.D. -7 BioLabs® Inc., New
England Biolabs No. Catalogo E8120S, USA), Glicina HCL y Tris-HCL.

Cuatro pozos de una placa de 96 pozos maxysorp fueron cubiertos con 100 uL de suero
hiperinmune de conejo anti-lIgG de bovino en buffer de carbonatos (dilucion 1:450) y se

incubd a 37°C durante una hora.
Se desecho el sobrenadante y se realizaron lavados 4 veces con PBS 1x.

Se bloque6 cada pozo con PBS 1x BSA 2% (200 uL por pozo) a 37°C durante una hora y

media.
Se desecho el sobrenadante y se realizaron lavados 4 veces con PBS 1x.

Posteriormente se agregaron 100 uL de pool de sueros de bovinos positivo a DVB en PBS
BSA al 0.1% (Dilucion 1:50) dejandolo una hora y media a 4°C.

Se realizaron lavados 4 veces con 200 uL PBS 1x, con los pozos lavados y sin agregar nada

mas se dejaron toda la noche a 4°C.

Se coloco en cada pozo 100 pL de la biblioteca de fagos en PBS-BSA 0.1% (dilucion 1:100)

y se dejé una hora y media a 37°C.




Los fagos no pegados fueron descartados lavando los pozos en las placas 4 veces con 200 pL
de PBS-Tween 20 al 0.1% y fueron eluidos mediante cambio de pH, agregando 100 uL de
GlicinaHCL 0.2M (pH 2.2) a cada pozo, dejando la placa 10 minutos a temperatura ambiente
y posteriormente 10 minutos a 37°C, para después recolectar en un microtubo para centrifuga
con capacidad de 1.5ml, el cual debe contener 25 uL de Tris HCL 1M (pH 9.6) para

neutralizar el pH.

Este proceso de seleccidn de fagos se realizé durante 4 rondas, tomando a partir de la segunda
ronda el fago seleccionado para el procedimiento de amplificado de la elucion de la ronda

anterior 181,183-185




- Amplificacion y purificacion de fagos

Para este procedimiento se utilizd6 medio liquido LB, cultivo de bacterias E. coli TG1,
Polietilenglicol (PEG) al 20 % con NaCl al 2.5M y TBS.

Se infectaron bacterias E. coli TG1 con los fagos eluidos (300 uL), se dejaron creciendo las

bacterias infectadas con agitacion (250 rpm) durante 4.5 horas a 37°C.

Se recuperaron 45 ml del cultivo en un tubo cénico para centrifuga con capacidad de 50 ml
y se centrifugo durante 15 minutos a maxima velocidad (11,000 rpm) a 4°C, posteriormente,
se recupero el sobrenadante agregando 1/6 del volumen total de una solucion de PEG (20%)

/NaCl (2.5M) para precipitar a los fagos a 4°C toda la noche.

Se centrifugd 20 minutos a méaxima velocidad (14800 rpm) a 4°C y se elimind el
sobrenadante, el pellet se resuspendio en 1 mL de TBS en un microtubo para centrifuga con
capacidad de 1.5 ml, agregando 1/6 del volumen total de una solucion de PEG (20%)/NaCl
(2.5M) para precipitar a los fagos y se centrifugé nuevamente a méxima velocidad (14800
rpm) por 10 minutos a 4°C, eliminando el sobrenadante y reconstituyendo el pellet en 200
pL de TBS.

Finalmente, se centrifugdé a maxima velocidad (14800 rpm) por 10 minutos a 4°C tomando

el sobrenadante, el cual contiene los bacteridfagos purificados. 169181185186




- Titulacion de fagos

Para esta metodologia se utilizé cultivo liquido de E. coli TG1, agar LB en caja de Petri
adicionado con IPTG (Thermo Fisher Scientific, No. de Cat. R0392, Italia) y X-Gal (Thermo
Fisher Scientific, No. de Cat. R0404, Italia), medio LB liquido y fagos.

Se hicieron diluciones seriadas 1:500 de los fagos en 1000 uL de medio LB, tomando los
primeros 2 uL del stock de fagos de las eluciones de cada biopaning y posterior a ello, se

tomd el volumen a transferir de la tltima dilucion lograda.

Se tomé entre 10 y 100 pL de la dilucion 1, incubando por 5 minutos con 200uL de cultivo

de E. coli TG1 crecido durante 14 horas.

Posteriormente la bacteria infectada se sembro en cajas Petri con medio LB e IPTG y X-Gal

dejando en incubacion toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente se cuantificé el niumero de zonas de inhibicion de crecimiento celular
(unidades formadoras de placa 0 UFP), de estas UFP se seleccionaron aleatoriamente 10 de
la 3er ronda y 10 de la 4ta ronda de bioseleccién, a las cuales denominaremos como

clonas. 181185




- ELISA para medir reactividad de las clonas seleccionadas aleatoriamente usando pool
de sueros positivos y negativos a DVB

Para este procedimiento se utilizaron placas de 96 pozos maxysorp, PBS, leche desnhatada
Nestle® Svelty, pool de sueros positivos y negativos a DVB, clonas seleccionadas
aleatoriamente, Tween 20, Ac anti-IgG de bovino marcado con HRP (Novus Biologicals,
No. de Cat. NBP1-73272, USA) y ABTS (Sigma, No. de Cat. 7329461, Alemania).

Se sensibilizé una placa de 96 pozos maxysorp con fagos a una concentracion de 1x10*2 UFP

y se incubd durante toda la noche a 4 °C.

Posterior a la incubacion, se lavo la placa 3 veces con 300 uL de PBS1x Tween 20 (Sigma-
Aldrich®) al 0.1% por pozo, los lavados se llevaron a cabo al término de cada procedimiento.

Posteriormente, se bloqued con 100 uL PBS1x 5% leche desnatada y se incub6 1 h a 37°C.

Una vez concluido el paso anterior, se diluyeron los sueros positivo y negativo contra DVB
con PBS1x Tween 0.01% leche desnatada 1% a una dilucion de 1:200, se colocaron 100 pL

de la dilucidon en el pozo correspondiente y se incub6 por 1 ha 37°C.

Por dltimo, se realiz6 una dilucion 1:2000 del Ac anti-lIgG de bovino marcado con HRP

agregando 100 pL a cada pozo, se dejo incubar 1 h a 37°C.

Para revelar se agregaron 100 uL de ABTS en cada pozo en un cuarto oscuro y finalmente

se cubrio la placa con papel aluminio para dejar incubando durante 10, 20 y 30 min a 37°C.
Terminado este tiempo, se realizo la lectura a 405 nm agitando previamente durante 5 seg.

Para discriminar clonas positivas y negativas, se determind el punto de corte tomando las

lecturas del suero negativo, calculando el promedio y 3 desviaciones estandar.

Como un control negativo, se utilizé un pool de sueros negativos a DVB analizados por

ELISA convencional 14156169185




- ELISA para comparar reactividad de las clonas seleccionadas enfrentdndolas a sueros
negativos y positivos a DVB

Para este procedimiento se utilizaron placas de 96 pozos maxysorp, PBS, leche desnatada,
pool de sueros positivos y negativos a DVB y un suero individual positivo a IBR, clonas
seleccionadas, Tween 20, Ac anti-1gG de bovino marcado con HRP y ABTS.

Se sensibilizé una placa de 96 pozos maxysorp con fagos seleccionados a una concentracion
de 1x10'2 UFP y se incubd durante toda la noche a 4°C.

Posterior a la incubacidn, se lavo la placa 3 veces con 300 uL de PBS1x Tween 20 al 0.1%

por pozo, los lavados se llevaron a cabo al término de cada procedimiento.
Posteriormente, se bloqued con 100 uL PBS1x leche desnatada 5% y se incubd 1 h a 37°C.

Una vez concluido el paso anterior, se diluyeron los sueros positivo y negativo contra DVB
y un suero individual positivo a IBR con PBS1x Tween 0.01%, leche desnatada 1% a una

dilucion de 1:200, se colocaron 100 pL de la dilucion en el pozo correspondiente y se incubd

por 1 ha37°C.

Por dltimo, se realiz6 una dilucion 1:2000 del Ac anti-lgG de bovino marcado con HRP

agregando 100 pL a cada pozo, se dejo incubar 1 h a 37°C.

Para revelar, se agregaron 100 uLL de ABTS en cada pozo y finalmente se cubrid la placa con

papel aluminio para dejar incubando durante 10, 20 y 30 min a 37°C.
Terminado este tiempo se realizo la lectura a 405 nm agitando previamente durante 5 seg.

Para discriminar clonas positivas y negativas, se determind el punto de corte tomando las

lecturas del suero negativo, calculando el promedio y 5 desviaciones estandar.

Como un control negativo, se utilizdé un pool de sueros negativos a DVB analizados por

ELISA convencional. 14156169185




- ELISA para comparar la reactividad de las clonas con sueros individuales positivos
y negativos a DVB

Para este procedimiento se utilizaron placas de 96 pozos maxysorp, PBS, leche desnatada,
sueros positivos y negativos a DVB y uno positivo a IBR, clonas seleccionadas, Tween 20,
Ac anti-1gG de bovino marcado con HRP y ABTS.

Se sensibilizé una placa de 96 pozos maxysorp con fagos a una concentracion de 1x10*2 UFP
y se incubd durante toda la noche a 4 °C.

Posterior a la incubacién, se lavo la placa 3 veces con 300 uL de PBS1x Tween 20 al 0.1%

por pozo, los lavados se llevaron a cabo al término de cada procedimiento.
Posteriormente, se bloqued con 100 uL PBS1x leche desnatada 5% y se incubd 1 h a 37°C.

Una vez concluido el paso anterior, se diluyeron los sueros positivo y negativo contra DVB
y positivo a IBR con PBS1x Tween 0.01%, leche desnatada 1% a una dilucion de 1:200, se

colocaron 100 pL de la dilucién en el pozo correspondiente y se incub6 por 1 h a 37°C.

Por ultimo, se realiz6 una dilucion 1:2000 del Ac anti-lgG de bovino marcado con HRP

agregando 100 pL a cada pozo, se dejo incubar 1 h a 37°C.

Para revelar, se agregaron 100 uLL de ABTS en cada pozo y finalmente se cubrio la placa con

papel aluminio para dejar incubando durante 10, 20 y 30 min a 37°C.
Terminado este tiempo se realizo la lectura a 405 nm agitando previamente durante 5 seg.

Para discriminar clonas positivas y negativas, se determind el punto de corte tomando las

lecturas del suero negativo, calculando el promedio y 10 desviaciones estandar.

Como un control negativo, se utilizd un suero negativo a DVB analizado por ELISA

convencional 14156169185




- Extraccion de ADN y secuenciacion

Para la extraccion se utilizaron las clonas seleccionadas, PBS, PEG/NaCl, buffer de ioduros,
etanol absoluto, etanol al 70% y agua libre de DNAsas grado biologia molecular (Thermo
Fisher Scientific®).

De las clonas reactivas se llevo a cabo una extraccion de ADN y posteriormente se realizo la

secuenciacion.

Se tomaron 20uL de la solucion de fagos a un microtubo de 1.5ml, afiadiendo 500uL de PBS
1x y 200uL de una solucion de PEG (20%) / NaCl (2.5M), se mezclo y dejo reposar 20 min

a temperatura ambiente.
Se centrifugd a 14,800 rpm por 10min a 4°C y se desechd el sobrenadante.

Se resuspendi6 el pellet en 100 pL de buffer de ioduros y se agregaron 250 uL de etanol

absoluto (a -20°C), se agitd y se incubd de 20 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugd a 14,800 rpm 10min. a 4°C y se desechd el sobrenadante.

Se lavo el pellet con 500 pL de etanol al 70% (a -20°C), se volvio a centrifugar y decantar el

sobrenadante y se dej6 secar a temperatura ambiente.
Se resuspendi6 en 20 uL de agua grado biologia molecular.

Por Gltimo, se cuantificd el ADN usando un espectrofotometro y posteriormente se mando a
secuenciar al Instituto de biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM), la secuenciacion de DNA se realizd por el método de Sanger y se analiz
con el programa Sequencher® version 5.4.6 DNA sequence analysis software, Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, M1 USA 18187




- Dot-blot

Para esta metodologia se utilizaron membrana de nitrocelulosa, clonas seleccionadas, leche
desnatada, buffer de trasferencia, PBS, Tween 20, sueros positivos y negativo a DVB, Anti-

IgG (Porcién FC) de bovino conjugado con HRP y diaminobenzidina.

Se corto nitrocelulosa (Sigma-Aldrich®) en circulos de 0.5 cm cada uno y se agrego la clona

a evaluar, esperando a que se absorbiera sin secarse por completo.

Se utiliz6 buffer de trasferencia para equilibrar la membrana y no permitir que se secara en

los pasos posteriores.

Se coloco la membrana en solucién de bloqueo PBS 1x leche desnatada (Nestle® Svelty) 5%

y se incubd 1 hora en agitacion a temperatura ambiente.

Se realizaron lavados con PBS 1x Tween 20 (Sigma-Aldrich®) 0.05% 2 veces y 1 vez mas

con PBS 1x (los 3 lavados durante 5 minuto cada uno y en agitacion).

Se coloco la membrana en el Ac primario (Suero anti-DVB) en una dilucién 1:50 en PBS 1x
y se incubd 1 hora en agitacién a temperatura ambiente.

Se realizé un lavado con PBS 1x Tween 20 al 0.05% 2 veces y 1 vez méas con PBS 1x (los 3

lavados durante 5 minuto cada uno y en agitacion).

Se coloco la membrana en el Ac secundario (Anti-Fc de bovino conjugado con HRP) en una

dilucion 1/5000 en PBS 1x y se incubd durante 1 hora en agitacion a temperatura ambiente.

Se reveld con el método cromogénico con Diaminobenzidina (Sigma-Aldrich®) diluida en

peroxido de hidrogeno diluido 1:10.169.183.189




VI. Resultados y discusion

Al realizar las bioselecciones y no tener una variante en la concentracion de los sueros
usados, el titulo de los fagos eluidos (ver Tabla 2) tiende a ser més alto en la Gltima ronda de
bioseleccion, resultados similares a los obtenidos por Ana L. Zamit et al. en el 2010 y
Sigingaowa Suo et al. en el 2014 donde utilizaron la glicoproteina E2 del vDVB y proteinas
del virus de la gastroenteritis transmisible respectivamente, en el caso del presente estudio se
puede atribuir a que la presion de seleccion no tiene variantes y se tiene una mayor poblacion

de fagos con péptidos mas especificos conforme se realizan las rondas. 18184

Tabla 2. Titulo resultante de cada ronda de bioseleccidon

Ronda Titulo de entrada Titulo de salida
1 2.0x10 1.8x10°
2 1.6x1012 1.7x10°
3 1.0x10* 6.4x10°
4 1.1x10% 1.0x10’




Posterior a las bioselecciones se seleccionaron 20 clonas individuales aleatoriamente y
fueron nombradas C1 a C20 las cuales se amplificaron y se les realizé un analisis de
reactividad enfrentdndolas con un pool de sueros negativos y un pool de sueros positivos a
DVB de animales de campo en México (ver Figura 10), los resultados del ELISA mostraron
resultados estadisticamente significativos para dos clonas de la tercera (C8 y C9) y una de la
cuarta ronda (C14), estas clonas individuales se renombraron como MACD8, MACD9 y
MACD14 para su mejor identificacion, tomando como referencia la linea de corte con 3
desviaciones estandar y se eliminaron clonas con valores negativos extremos para poder
realizar un mejor andlisis. A diferencia de diversos estudios como los de Ana L. Zamit et al.
en el 2010 y Atila T. Kalaycioglu et al. en el 2007 que usaron anticuerpos monoclonales
contra la glicoproteina E2, los cuales fueron fabricados en laboratorios comerciales,
resaltando que esta proteina tiene variaciones importantes lo que seria una clara limitante
para su uso en este tipo de estudios, lo que se busco evitar en el presente estudio al usar sueros
de animales infectados con virus de campo del pais, esperando que estén presentes

-
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Figura 10. Reactividad de las clonas seleccionadas aleatoriamente enfrentadas a pool de

sueros de campo positivos y negativos a DVB.




Una vez identificadas las clonas individuales mas reactivas se les realiz6 una extraccion de
ADN vy los resultados de secuenciacion brindados por el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM fueron analizados utilizando la base de datos BLAST. Se encontr6 que algunos
aminoéacidos de los péptidos seleccionados con el ELISA, donde se evalud la reactividad de
los fagos (Figura 10), muestran una similitud con una region de la poliproteina viral en la
region de la proteina no estructural 5B (NS5B) (ver Tabla 3 y 4), que se conserva sin
variaciones importantes entre diferentes cepas, siendo una proteina hiperconservada, lo que
podria ser una evidente ventaja contra estudios donde se realizan técnicas similares donde la
metodologia de busqueda de péptidos expresados en fagos se utilizan anticuerpos
monoclonales contra la glicoproteina E2, ya que ésta presenta una variacion importante
donde algunas cepas del virus no son identificadas por anticuerpos especificos contra esta
glicoproteina de otra cepa como en los estudios de Atila T. Kalaycioglu et al. del 2007, Dirk
Deregt et al. de 1998 donde se evidencio la presencia de cepas que no eran reconocidas por

los anticuerpos, 190192194

Tabla 3. Secuencias de aminoacidos presentes en los péptidos expresados en las 3 clonas mas

reactivas.
Clona Secuencia de aminoacidos
MACDS8 N D R W E S P
MACD9 L S N N N L R
MACD14 N L N R T N P

Tabla 4. Coincidencia entre los péptidos expresados por las clonas mas reactivas y péptidos
del vDVB.

Clona Poliproteina NS5B
MACDS8 + +
MACD9 + +

MACD14 + +




El mapeo de epitopos de relevancia antigénica del vDVB es algo que se ha estudiado en
distintas ocasiones, teniendo como resultado que muchos de los epitopos inmunodominantes
se encuentran en regiones con una variabilidad alta entre diferentes cepas del mismo virus,
como la glicoproteina E de la envoltura, lo que dificulta su aplicacion en el diagndstico y
otras areas de interés, pero al aplicar metodologias nuevas como el despliegue en fago se
obtienen resultados prometedores, ya que se encuentran proteinas inmunodominantes
hiperconservadas del virus, como lo son las no estructurales; en concreto el presente estudio

evidencia la NS5B, que es necesaria para el ensamblaje y la liberacion del virion,>7193:19

Posterior al alineamiento con la proteina NS5B, se realizé un modelaje in silico de la proteina
NS5B, marcando la posicién de los epitopos identificados donde se observa que MACDS8 y
MACD14 son epitopos lineales a diferencia del epitopo de la clona MACD9 que no se
encontr6 de manera lineal en el modelo, lo que puede sefialar que este epitopo posiblemente
sea conformacional (ver Figura 11), lo que seria una ventaja, ya que de esta manera tendria
una especificidad mayor por el mejor acoplamiento con la region hipervariable de los
anticuerpos, algo que se ha observado en estudios con la proteina no estructural NS3 en el
estudio de Dirk Deregt et al. del 2005 donde se usé E. coli como vector de clonacién de esta
proteina, obteniendo resultados donde habia interaccion entre esta proteina y los sueros
mediante ELISA y Western blot, aunque no fue posible hacer un mapeo de la misma, esto es
atribuible a la conformacion cristalizada de la proteina, algo que en el presente estudio se
logro identificar gracias a las secuencias obtenidas y la comparacion con la base de datos
BLAST, asi mismo, en concordancia con el estudio mencionado, una secuencia de
aminoacidos no fue identificada, lo que podria indicar la presencia de un epitopo
conformacional. A Villa-Mancera et al. en el 2015 obtuvieron resultados similares con la
diferencia de que en ese estudio se utilizé la proteina N del virus del sindrome respiratorio y

reproductivo del cerdo que es estructural. 47:1851%




Figura 11. Modelos in silico de la proteina NS5B (a, b y ¢) marcando en cada uno de ellos a

los epitopos expresados por las clonas MACDS8 ‘‘Rojo”” y MACD14 ‘“Naranja’’.




Al comparar la reactividad de las clonas seleccionadas enfrentandolas a diferentes sueros, se
confirmd que estas son reconocidas por el pool de sueros contra DVB con una diferencia
significativa (5 desviaciones estandar por encima de la linea de corte), a comparacion de los
sueros negativo y el pool de sueros contra Bronquitis infecciosa bovina (IBR) (ver Figura
12), esto confirmaria la informacion obtenida hasta este momento, siendo estas clonas
epitopos que mimetizan (mimotopos) regiones inmunodominantes de la proteina no
estructural NS5B y comparando con las validaciones de ELISA donde la especificidad es
muy alta (>96%) realizadas por SR Lanyon et al. en el 2013, podemos observar que en este
estudio se cumple con esta caracteristica, teniendo una diferencia estadisticamente
significativa, comparando la reactividad con un suero negativo a DVB e IBR, un pool de
sueros positivos a DVB y un suero positivo a IBR, lo que podria ayudar a identificar a
animales infectados con este virus en concordancia con el estudio realizado por Torstein
Sandvik y Johan Krogsrud en 1995, donde también se utilizé una proteina no estructural por

su alta conservacion entre diferentes cepas del mismo virus.1%7:1%
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Figura 12. Reactividad de las clonas individuales enfrentadas a un pool de sueros positivos a

DVB, un suero negativo a DVB y un suero positivo a IBR.




Comparando la reactividad de las clonas usando sueros individuales de animales positivos a
DVB, IBR y negativo a ambas (ver Figura 13), se logra apreciar una diferencia significativa
entre la reactividad de cada uno de ellos y aun obteniendo una reactividad menor que cuando
se uso el pool de sueros positivos a DVB, se sigue teniendo una diferencia estadisticamente
significativa al usar 10 desviaciones estandar para la linea de corte tomando en cuenta lo
descrito por SR Lanyon et al. en el 2013, lo que sigue dando resultados realmente positivos
comparandose con otros estudios donde se utiliza antigeno viral como el estudio de Torstein
Sandvik y Johan Krogsrud en 1995 mencionado en el resultado anterior, remarcando la
ventaja de que usar estas clonas como antigeno de captura es mas rapido y sencillo que
producir antigeno crudo del vDVB o proteinas recombinantes.%71%

ELISA para comparar la reactividad de las clonas con sueros
individuales positivos y negativos a DVB
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Figura 13. Reactividad de las clonas seleccionadas con sueros individuales de animales

positivos a DVB, un suero negativo a DVB y un suero positivo a IBR.




Una vez obtenidos los resultados en las pruebas de ELISA se busco otra alternativa que
pudiera ser aplicable en métodos de diagnostico por serologia, siendo el Dot-blot una opcion
mas rapida y aplicable en campo. Una vez realizado el protocolo para esta metodologia los
resultados (ver Tabla 5) muestran que las clonas MACD8 y MACD14 son reconocidas por
los anticuerpos en un arreglo sélido diferenciando entre sueros negativos y positivos a DVB,
a diferencia de la clona MACD9 que no reaccion6 con un suero positivo numero 5 ademas
de reaccionar con el suero negativo, en comparacion a un arreglo en un medio liquido como
el ELISA, lo que podria explicarse con la informacion obtenida en la Figura 13, donde se
evidencia que el epitopo expresado por esta clona no es lineal y solo pueda ser reconocido
por los anticuerpos en un medio liquido; este tipo de resultados se han visto en ensayos de
otros autores como los de Dirk Deregt et al. del 2005 asi como Farhid Hemmatzadehl y
Farhad Amini en el 2009, donde se coincide que este método puede llegar a tener resultados
muy similares en cuanto a especificidad y sensibilidad en comparacion con el ELISA, aunque
tiene la limitante de solo tener resultados cualitativos. Ademas de llegar a resultados que
podrian tener una aplicacion real, este estudio tiene la ventaja de que, al no utilizar el vDVB
o alguna proteina recombinante, la produccion de los péptidos y por consiguiente de la prueba

es mas rapida,188-189.192

Tabla 5. Dot-blot de clonas individuales enfrentadas 5 sueros positivos y 1 negativo a DVB.

Suero - +1 +2 +3 +4 +5

MACDS8

MACD9

MACD14




En el presente estudio se obtuvo como resultado la identificacion de 3 péptidos que
mimetizan a la proteina NS5B de manera lineal y conformacional evidenciando por medio
de técnicas como ELISA que estos péptidos son reconocidos por sueros positivos a DVB de
manera individual y en conjunto, sumado a esto, el uso de sueros negativos a DVB Yy sueros
positivos a otra enfermedad como IBR mostr6 que no son reconocidos por estos sueros y en
el caso del uso de Dot-blot se obtuvo un resultado que podria ser indicativo que el arreglo en
fase sélida de esta prueba indirecta también podria ser utilizado con fines diagnosticos
diferenciando sueros realmente negativos y positivos a DVB, lo que mostraria una ventaja
en comparacion con estudios como el de Melissa Batonick et. al. en el 2013 en el que se
trabaj6 con el virus de la fiebre porcina clasica (otro miembro de la familia Flaviviridae),
donde se utiliz6 una metodologia similar usando la técnica Phage display y como epitopo
relevante la glicoproteina E presente en la envoltura viral la cual a pesar de ser
inmunodominante, es hipervariable, lo que podria dar como resultado el escape de algunas
cepas a los métodos diagnosticos por serologia, incluso mostrando que los péptidos
mapeados son identificados por los sueros usados en esos estudios*®® o el de Ana L. Zamit et
al. en el 2010 donde se usO esta misma proteina pero del vDVB teniendo resultados muy

variables donde solamente algunos péptidos fueron reconocidos por los sueros.!8




VII. Conclusion

Al utilizar la técnica Phage Display, se logré identificar una proteina inmunodominante
hiperconservada del vDVB, la proteina NS5B, mediante el andlisis de las secuencias
genéticas de los aminoacidos que conforman los epitopos obtenidos por medio de las
bioselecciones, estos epitopos podrian ser usados para un método diagndstico seroldgico
eficaz y con ventajas sobre el vDVB por el bajo costo en la produccion de fagos y la rapidez

con la que se replican los fagos.

Los ensayos ELISA realizados, demostraron que estos péptidos fueron reconocidos por los
anticuerpos especificos contra el vDVB de diferentes animales en pool y de manera
individual, ademas de ser especificos, ya que el suero contra IBR mostrd una reactividad

menor, muy parecida a los sueros negativos.

El anélisis de las clonas mediante Dot-blot demostré que, en una configuracion en un medio
solido, las clonas siguen siendo identificadas satisfactoriamente por los sueros positivos a
DVB, a excepcion de la clona MACD9, siendo esta clona la Gnica que no pudo ser adaptada
a los modelos cristalizados, puede considerarse que la posibilidad de que sea conformacional

sea el motivo de esta diferencia.
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Anexo

* Buffer de carbonatos

- 0.293 gr de Bicarbonato de sodio
- 0.159 gr de Carbonato de sodio

Aforar a 100 ml con agua destilada y esterilizar por autoclave.
* PBS 1X (1L)

- 8gr de Cloruro de sodio (NaCl)

- 0.2gr de Cloruro de potasio (KCI)

- 1.44gr de Fosfato disédico (NazHPO4)

- 0.24 gr de Fosfato monopotasico (KH2PO4)

Aforar a 1L con agua destilada y esterilizar por autoclave.
* PBS-BSA al 2% (100ml)

- 100ml de PBS 1X (estéril)
- 2 gr de Albumina sérica bovina (BSA)

Esterilizar por filtracion y conservar a 4°C
* PBS-Tween 20 al 0.1%

- 1L de PBS 1X (esteril)
- 1ml de Tween 20

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

espuma y esterilizar por filtracion.




* Glicina HCI 0.2M (pH 2.2) (100ml)

- 1.505 gr de Glicina

- Acido clorhidrico 1M

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

100 ml con agua destilada estéril; esterilizar por filtracion.
* Tris-HCI 1M (pH9.6) (100ml)

- 12.114 gr de Tris-HCI
Aforar a 100ml con agua destilada estéril y esterilizar por filtracion.

* Medio LB (1L)

- 10 gr de triptona
- 5 gr de extracto de levadura
- 5 gr de NaCl

Aforar a 1 L con agua destilada y esterilizar en autoclave

*Para hacer Agar LB afiadir 15 gr de agar bacteriologico antes de esterilizar.
* Polietilenglicol (PEG) 20%/NaCl 2.5M (200ml)

- 40 gr de PEG 8000

- 29.22 gr de NaCl

Con el PEG realizar una solucion en 100 ml de agua destilada y esterilizar por
autoclave, de

la misma manera hacer una solucion con el NaCl en 100 ml de agua destilada y
esterilizar

por autoclave, una vez estériles ambas soluciones esperar a que la temperatura siga

siendo alta pero permita el manejo y en esterilidad mezclar las soluciones.




* TBS (100 ml)

- 0.8766 gr de NaCl
- 0.6057 gr de Tris-HCI
Aforar a 100 ml con agua destilada y esterilizar con autoclave.

* Agar LB con IPTG/X-Gal

-1Ldeagar LB

-1 gr de X-Gal

-0.625 gr de IPTG

- 16.5 ml de dimetil formamida

- Para preparar el X-Gal/IPTG primero se realiza una solucion de X-Gal en 4 ml de
dimetil formamida, de esta solucién 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/IPTG se agrega al Agar LB cuando aln

esta liquido, se mezcla gentilmente y se preparan los agares en cajas Petri.
* Buffer de yoduros (100ml)

-0.1211 gr de Tris-HCI

-0.0292 gr de EDTA

- 59.956 gr de Nal

Aforar a 100 ml con agua destilada y guardar cubriendo de la luz.

* Buffer de transferencia

- Tris 1M 48 ml

- Glicina 1M 39 ml

- Metanol al 100% 20 ml
- SDS al 10% 30 ul
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