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SUMMARY

The aim of the present study was to select phage clones from a combinatorial library of filamentous phage that mimic the N protein of Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRS) using a monoclonal antibody (SDOW17). An combinatorial library of random peptide 7-mer
cysteine-constrained fused to a minor coat protein (plII) of the M13 phage was used. To determine the effect of enrichment after each round of selection,
the eluted phage were titrated, bacteriophages increased from 4,8 x 10° plaque-forming units (pfu) in the first round to 3,2 x 10° pfu in the third round.
After three rounds of panning 32 phage clones were randomly picked, each individual clone was amplified, purified and titred. The binding reactivity
of phage clones with anti-PRRS antibodies was determined using a phage ELISA. Alignments of the selected clones with the published sequences of
the N protein of PRRS virus were located at the amino terminal region and middle portion of the protein. The consensus amino acid residues of the 32
mimotopes sequenced was NYRYQ. Mimotope sequences were used to calculate the epitopes of the nucleocapsid protein by the web tool of Peptiope
server with PepSurf algorithm. Two conformational epitopes against monoclonal antibody anti-protein N were identified, located in a different position
and appeared mainly as an o-helix. The selected mimotopes and conformational epitopes could be regarded as informative for diagnosis of disease.
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue seleccionar de una biblioteca combinatoria de fagos filamentosos clonas que mimeticen la proteina N del virus del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS) utilizando un anticuerpo monoclonal (SDOW17). Se utiliz6 una biblioteca combinatoria de fagos
filamentosos (M 13) que expone aleatoriamente péptidos de 7 aminodcidos en la regién N-terminal fusionado con la proteina III. Para determinar el efecto
del enriquecimiento después de cada ronda de seleccién, los fagos eluidos fueron titulados; estos se incrementaron de 4,8 x 103 unidades formadoras
de colonias (ufc) en la primera ronda a 3,2 x 105 ufc en la tercera. Después de tres rondas de seleccion, 32 clonas fueron picadas al azar, cada clona
individual fue amplificada, purificada y titulada. La reactividad de la unién de las clonas a los anticuerpos anti-PRRS fue determinado utilizando un
ELISA de fagos. El alineamiento de las clonas secuenciadas con la obtenida del GenBank, ubican a estas en la regiéon aminoterminal y porcion media
de la proteina N del vPRRS. La secuencia consenso de las 32 clonas seleccionadas fue NYRYQ. Las secuencias de los mimotopos fueron utilizadas
para calcular los epitopos de la proteina N, mediante la herramienta bioinformadtica del servidor Peptiope con el algoritmo PepSurf. Dos epitopos
conformacionales contra el anticuerpo monoclonal antiproteina N fueron identificados, localizados en diferentes posiciones y presentados principalmente
como hélices o.. Los mimotopos seleccionados y epitopos conformacionales podrian ser considerados informativos para el diagnéstico de la enfermedad.

Palabras claves: proteina N, PRRS, mimotopos, fagos filamentosos.

INTRODUCCION

El agente etiolégico del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRS) es un virus envuelto, de apro-
ximadamente 50-65 nm de didmetro, ARN de cadena sencilla
y polaridad positiva; pertenece a la familia Arteriviridae,

Aceptado: 26.03.2015.

* 4 Sur 304 Col. Centro, CP 75482, Tecamachalco Puebla, México;
abel.villa@gmail.com

genero Arterivirus, orden Nidovirales (Cavanagh y col
1997, Veit y col 2014). El virus del PRRS es una de las
enfermedades viricas mas importantes de los cerdos, por
ser de distribucién mundial; afecta de manera importante
a la industria porcina, estimandose pérdidas econdmicas
en Estados Unidos por 560 millones de délares por afio
(Neumann y col 2005). El genoma del PRRS tiene una
longitud de aproximadamente 15 kb, dos grandes marcos
de lectura abierta (ORF1a, ORF1b) y un grupo de seis a
diez marcos de lectura abiertos secuencia abajo del gen
1b (Allende y col 1999, Firth y col 2011, Hu y Zhang

325



VILLA-MANCERAY COL

2014). El ORFla y ORF1b, constituyen casi dos tercios
del genoma, codificando para proteinas no estructurales
(Music y Gagnon 2010). Se ha identificado una nueva
proteina estructural con 51 aminoacidos codificados por
un ORF5a alternativo (Johnson y col 2011). El ORFS5,
ORF6 y ORF7 codifican para las tres principales proteinas
estructurales GP5, M y N, indispensables para la formacién
del virion e infectividad viral, mientras que las proteinas
minoritarias (GP2a, GP3 y GP4) son escenciales para la
infectividad (Wissink y col 2005).

Los ORFs 5-7 constituyen la mayor cantidad de proteinas
estructurales virales que inducen importantes cantidades de
anticuerpos funcionales en diversos momentos durante la
infeccién. La proteina M es una proteina de membrana no
glicosilada (18 kDa) y la proteina N de la nucleocédpside
(15 kDa) es codificada por el ORF7 que elicita una ele-
vada respuesta inmune (Dea y col 2000, Rascén-Castelo
y col 2014). La regién conservada de la proteina N del
vPRRS presenta un alto grado de identidad en la secuen-
cia de aminodcidos entre los aislados de tipo americano
(96-100%, VR2332) y europeo (94-99%, virus Lelystad)
(Meng y col 1995, Wootton y col 1998). Ademas, cuando
se comparan las secuencias homdlogas de los genotipos
europeo y norteamericano exhiben una identidad a nivel
de nuecledtidos y aminodcidos del 63% y 59%, respecti-
vamente (Meng y col 1995). Se ha evaluado la reactividad
de 11 anticuerpos monoclonales (AcMo) contra la protei-
na N, en sueros con el genotipo americano, obteniendo
resultados positivos en 89% de 300 muestras (Wootton y
col 1998). La proteina N es la mas abundante (20-40% del
contenido proteinico), existiendo como un dimero (Snijder
y col 2003), teniendo los cerdos una rdpida respuesta de
anticuerpos frente a la infeccién virica. Los anticuerpos
producidos contra la proteina N no son neutralizantes y
no estan correlacionados con la proteccién (Nelson y col
1994, Gonin y col 1999, Dea y col 2000).

Una biblioteca de despliege en fagos estd basada en
colecciones de particulas de bacteriéfagos que expresan
o despliegan aleateoriamente secuencias de péptidos en
su superficie, como producto de fusidon con una de las
proteinas que cubren al fago (Smith y Scott 1993). Esta
tecnologia se ha utilizado ampliamente en el diagndstico
inmunoldgico para la deteccion, localizacién y cuantificacion
de un antigeno, asi como en la identificacién y caracteri-
zacion de aminodcidos que intervienen en la unién de un
anticuerpo a su antigeno especifico (Mullen y col 2006,
Gazarian y col 2012, Alban y col 2013). La identificacion
de epitopos o determinantes antigénicos reconocidos por
anticuerpos monoclonales se ha realizado tradicionalmente
probando colecciones de fragmentos peptidicos derivados
del antigeno, hasta identificar el segmento minimo de la
secuencia que reacciona con el anticuerpo (Mullen y col
2006). La utilizacion de bibliotecas peptidicas de fagos
filamentosos presenta la asociacién fisica entre la infor-
macién genética y el fenotipo, la seleccién y amplificacion
de esta informacién en E. coli. El objetivo del presente
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estudio fue seleccionar mimotopos de la proteina N de
la nucleocdpside del virus PRRS de una biblioteca com-
binatoria de fagos filamentosos utilizando un anticuerpo
monoclonal (SDOW17).

MATERIAL Y METODOS

SELECCION DE PEPTIDOS DE UNA BIBLIOTECA DE FAGOS
FILAMENTOSOS

Se utilizé una biblioteca combinatoria de fagos fila-
mentosos (M13) que expone aleatoriamente péptidos de
7 aminodcidos en la regién N-terminal fusionado con la
proteina I, esta consiste en 2,7 x 10 secuencias electro-
foradas y con un titulo de 1,5 x 10'3 unidades formadoras
de colonias por mililitro (ufc/mL) (New England Biolabs,
USA).

Los péptidos fueron seleccionados con la IgG anti-
PRRS (SDOW17, Rural Technologies, USA). Los pozos
de una placa de ELISA (Costar, Corning, NY, USA) fueron
cubiertos con estreptavidina (100 pug/mL) por 2 horas,
posteriormente se le afiadi6 el amortiguador de bloqueo
(amortiguador de fosfatos salinos [PBS] conteniendo
albimina sérica bovina [BSA] al 1%). Después de tres
lavados con PBS-Tween 20 (PBS-T) al 0,1%, se adiciond
IgG anti-PRRS acoplado a biotina (50 pg/mL) en 100 ul
de PBS, pH 7,3, cubierta en un contenedor himedo para
evitar evaporacion e incubada toda la noche en agitacion
a 4 °C. Posteriormente los pozos se bloquearon con 300
pl de amortiguador de bloqueo (PBS conteniendo BSA
al 1%) durante 1 hora a 4 °C. Después de lavar los pozos
en seis ocasiones con 200 ul de PBS-T (PBS conteniendo
Tween-20 al 0,1%), se afiadi6 1,0 x 10!! particulas de fagos
en 100 pl de PBS-T, incubdndose por 1 hora a tempera-
tura ambiente en agitacién. Los fagos que no se unieron
fueron removidos lavando con 200 ul de PBS-T al 0,1%
por 10 ocasiones. Los fagos que se unieron se incubaron
con 100 pl de glicina-HC1 0,2 M, pH 2,2 por 10 minutos
a temperatura ambiente y neutralizados con Tris-HCl 1M,
pH 9,0. Una pequena fraccidn se usé para titulacion, el
resto fue utilizado para infectar células de la cepa de E.
coli ER2738 para la amplificacién del fago. Se llevaron a
cabo otras dos rondas de seleccién por afinidad, el primero
utilizando 25 pg/mL de IgG y por ultimo utilizando 12,5
pg/mL de IgG anti-PRRS.

AMPLIFICACION Y TITULACION DE FAGOS

Los fagos eluidos fueron adicionados a la cepa de E.
coli ER2738 (New England Biolabs, USA) en el medio
de cultivo 2x YT, por 4,5 horas a 37 °C en agitacion cons-
tante. El cultivo fue transferido a tubos y centrifugado a
11.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante
fue removido a un tubo nuevo y se le adicion6 una cuarta
parte (v/v) de PEG 20%-NaCl 2,5 M, precipitindose los
fagos toda la noche a 4 °C. El sobrenadante se centrifugé



a 11.000 rpm por 12 minutos y se decantd. Se resuspen-
di6 el botén con 1 ml de PBS y se le agregd una cuarta
parte (v/v) de PEG 20%-NaCl 2,5 M. Se incub6 en hielo
durante 1 hora, y se centrifugé a 11.000 rpm por 12
minutos. Posteriormente se deseché el sobrenadante y
con PBS-NaN, al 0,02% y se resuspendi6 el botén. Se
centrifugé a 11.000 rpm durante 2 minutos para quitar
materia insoluble. Los fagos amplificados fueron titulados
realizando diluciones seriadas 1:1000 en 1 mL de medio
LB (Luria-Bertani). Un microlitro de cada dilucién se
adicion6 a 200 pl de un cultivo de E. coli ER2738 (New
England Biolabs, USA) e incub6 3 minutos a 37 °C. Las
células infectadas se transfirieron a un tubo que contenia
3 mL de top agar a 45 °C, vertiéndose posteriormente a
una caja de Petri con LB agar a 37 °C e incubadas durante
16 horas a 37 °C. Las cajas se inspeccionaron y las placas
formadas fueron contadas y expresadas como ufc/mL.
Posteriormente 32 clonas fueron seleccionadas al azar,
cada clona seleccionada se amplificd, purificé y tituld
de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente.

ELISA DE FAGOS

Los pozos de la placa de ELISA se cubrieron con 100
ul de IgG anti-PRRS (10 pg/mL) en PBS conteniendo BSA
0,2%-Tween 20 al 0,2% toda la noche a 4 °C en agita-
cién constante. Los pozos se lavaron en cinco ocasiones
con PBS/Tween-20 al 0,2% 5 minutos y posteriormente
bloqueados con PBS conteniendo BSA al 1% por 1 hora
a 37 °C sin agitacién. 10'° particulas de fagos fueron
diluidos en PBS/BSA 0,2%-Tween 0,2% e incubados a
temperatura ambiente durante 2 horas en agitacién cons-
tante. Se lavaron nuevamente los pozos con PBS-T al 0,2%
por 5 ocasiones. Se adiciond el anticuerpo anti-M13-HRP
(Amersham Biosciences, USA) en el amortiguador de
bloqueo (PBS/BSA 1%) en un volumen final de 200 pl por
pozo, incubdndose durante 1 hora a temperatura ambiente
sin agitacion. La unién especifica de los fagos se visualizé
utilizando el acido 2, 2’-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-
6-sulfénico] (ABTS, Sigma, USA) en amortiguador de
citratos, utilizando un volumen de 200 ul por pozo. Como
control negativo se utilizé el fago M13KE. La absorbancia
fue determinada a 405 nm.

SECUENCIACION DE DNA Y ANALISIS BIOINFORMATICO

La secuencia de nucleétidos de los insertos del gen I1I
fueron secuenciados con el cebador de secuenciacion -96gIII
5’-HOCCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ (New England
Biolabs, USA) del kit de 1a biblioteca de exposicién en fago
utilizando el secuenciador automatico Applied Biosystems
3730 DNA Analyzer. Las secuencias de los aminoécidos de
las clonas individuales fueron alineadas con las secuencias
de la proteina N del vPRRS del GenBank, utilizando el
programa Clone Manager Professional Edition, versién
9.0 (Scientific and Educational Software, Cary, NC). Para
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el alineamiento de las secuencias de los mimotopos de la
proteina N, y obtener una secuencia consenso, se utilizé
el programa MIMOX (Huang y col 2006). La estructura
tridimensional de la proteina N fue obtenida del Banco
de Datos de Proteinas (PDB: 1P65) (Doan y Dokland
2003). Para la localizacion de los epitopos en la proteina
N se realiz6 un alineamiento conformacional en 3D entre
la molécula y los mimotopos seleccionados utilizando el
servidor Pepitope! con el algoritmo para mapeo de epito-
pos PepSurf, el que alinea cada péptido a un grafico que
representa la superficie de la estructura tridimensional. Los
epitopos fueron visualizados y editados con el programa
PyMOL v.1.7.42%,

RESULTADOS
ENRIQUECIMIENTO DE FAGOS

Se utilizé un anticuerpo anti-vPRRS (SDOW17) para
identificar péptidos de una biblioteca combinatoria que
mimeticen las caracteristicas estructurales de la proteina N.
Para determinar el efecto del enriquecimiento después de
cada ronda de seleccion, los fagos eluidos fueron titulados;
estos se incrementaron de 4,8 x 103 ufc en la primera ronda
a 3,2 x 103 ufc en la tercera ronda (figura 1a).

UNION ESPECIFICA DE LAS CLONAS INDIVIDUALES DE
FAGOS CON EL ANTICUERPO (SDOW17)

Después de tres rondas de seleccion, 32 clonas fueron
seleccionadas al azar, cada clona individual fue amplifi-
cada, purificada y titulada. La reactividad de la unién de
las clonas a los anticuerpos anti-vPRRS fueron medidas
por un ELISA por triplicado (figura 1b).

ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Treinta y dos clonas fueron secuenciadas, obte-
niéndose una frecuencia en el rango de 3,13 a 21,88%.
(cuadro 1). Los aminodacidos de la secuencia consenso de
los mimotopos de las clonas obtenidas de la biblioteca de
péptidos aleatorios expresados en fagos son presentados
en el cuadro 1. Las secuencias de aminodcidos fueron
alineadas con la secuencias de la proteina N del virus del
PRRS obtenida del GenBank (ABU87632.1) (figura 2).
Las secuencias QKIHLLT (clonas 1,4 y 24), HYENSFT
(clona 2), AQLSVSS (clonas 5, 12 20, 26, 27,30y 32) y
HILRVHY (clonas 3, 10, 16, 25 y 29) se localizaron a la
mitad de la proteina N que consta de 123 a.a., principalmente
entre los 51-78 a.a. (figura 2). La secuencia NYRYQAV
(clonas 9, 13, 15, 19, 21, 23, 28) fue localizada en el
extremo aminoterminal y los aminodcidos en la posicién

' http://pepitope.tau.ac.il

2 DeLano WL. 2002. The PyMOL Molecular Graphics System. DeLano
Scientific, San Carlos, California, USA; http://www.pymol.org.
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Cuadro 1. Secuencia de péptidos, consenso y frecuencia de
clonas de fagos filamentosos seleccionados con IgG de ratén
antiproteina N (SDOW17).

Sequence of peptides, consensus and frequency of filamen-
tous phage clones selected with mouse anti-protein N IgG (SDOW17).

Grupo Clona Frecuencia (%) Secuencia de a.a.
1 9,13,15,19, 7(21,28) --NYRYQAV
21, 23,28
2 7,8, 11, 14, 6(18,75) RRNYRYQ--
17,18
3 31 1(3,13) --NYGYQRG
4 5, 12, 20, 26, 7(21,88) -AQLSVSS-
27, 30, 32
5 6,22 2 (6,25) --YYRRKHK
6 3,10,16,25,29 5(15,63) -HILRVHY -
7 2 1(3,13) --HYENSFT
8 1,4,24 3(9,38) -QKIHLLT-
CONSENSO --NYRYQ--

101 y 102; mientras que los aminodcidos RRNYRYQ
(clonas 7, 8, 11, 14, 17 18) y YYRRKHK (clonas 6 y 22)
fueron alineados tinicamente a la secuencia del extremo
aminoterminal de la proteina N. La clona 31 (NYGYQRG)
se ubicé en el extremo aminoterminal y los aminoacidos
en la posicién 37 y 38.

Se utilizaron las secuencias de los mimotopos selec-
cionados de una biblioteca de fagos filamentosos y la

10 20 30 40 50 60
GRUPO CLONA % J % * * %
ABU87632.1 MPNNNGRQQKKKKGDGQPVNQLCQMLGRITAQQNQSRGKGPGKKSKKKSPEKPHFPLATE
1 9,13,15,19,21,23,28 MPNNNYRYQKKKKGDGQPVNQLCQMLGRIIAQQNQSRGKGPGKKSKKKSPEKPHFPLATE
2 7,8,11,14, 17, 18 MPRRNYRYQKKKKGDGQPVNQLCQMLGRI IAQQNQSRGKGPGKKSKKKSPEKPHFPLATE
3 31 MPN NYGYQQI\ KK GDGQPVNQLCQMLGRITIAQQNQSRGKGPGKKSKKKSPEKPHFPLATE
5 6,22 NNNGYYRRKHKGDGQPVNQLCQMLGRIIAQQNQS RGKGPGKKSKKKSPEKPHFPLATE
6 3,10, 16, 25, 29 MPNNNGRQOKKKKGDGQPVNQLCQMLGRI TAQQNQSRGKGPGKKSKKKSPEKPHIPLATE
7 2 MPNNNGRQQKKKKGDGQPVNQLCQMLGRI TAQQNQSRGKGPGKKSKKKSPEKPHYPLATE
8 1,4,24 MPNNNGRQQKKKKGDGQPVNQLCQMLGRIIAQQNQSRGKGPGKKSKKKSPQKIHFPLLTE
70 80 90 100 110 120
GRUPO CLONA % % * * * *
ABU87632.1 DDVRHHFTPSERQLCLSSIQTAFNGAGTCTLSDSGRISYAVEFSLPTHHTVRLIRVTASPSA
1 9,13,15,19,21,23,28 DDVRHHFTPSERQLCLSSIQTAFNGAGTCTLSDSGRISYAVEFSLPTHHTVRLIRVTASPSA
4 5,12,20,26,27,30,32 DDVRHHFTPSEAQLSVSSIQTAFNGAGTCTLSDSGRISYAVEFSLPTHHTVRLIRVTASPSA
6 3,10, 16, 25, 29 DDLRVHYTPSERQLCLSSIQTAFNGAGTCTLSDSGRISYAVEFSLPTHHTVRLIRVTASPSA
7 g DDVENSFTPSERQLCLSSIQTAFNGAGTCTLSDSGRISYAVEFSLPTHHTVRLIRVTASPSA
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Figura 1. Enriquecimiento de fagos con un anticuerpo monoclonal

(SDOW17) anti-vPRRS (a) y unién especifica de bacteriéfagos

de clonas individuales después de tres rondas de seleccién (b).
Enrichment of phages with a monoclonal antibody (SDOW17)

anti-PRRSV (a) and binding specificity of bacteriophage from individual
clones after three rounds of selection (b).

Figura 2. Alineamiento de aminoécidos con la secuencia de la proteina N del vPRRS (Ntimero de acceso al GenBank: ABU87632.1).
Alignment of amino acid with sequence of the N protein of PRRSV (GenBank Accession number: ABU87632.1).
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estructura tridimensional de la proteina N (PDB:1P65)
para predecir dos epitopos conformacionales (figura 3). La
secuencia del primer epitopo conformacional (grupo 2, 5,
6, 8) especifico para la proteina N del virus PRRS fueron
localizados entre los aminoacidos '2VRH!4, 16FTPS!9,
21RQ22, SSLSS’ 57T57, 59H59, 61VRL63 y 65RVT67; asimismo,
para el epitopo 2 (grupo 1, 3,4 y 7) PLSSIQTAFNQGA?,
483Y4? y S1V31, La longitud del epitopo 1 fue de 20 a.a.
y para el epitopo 2, 15 a.a. En La figura 3a se muestra
la representacion en diagrama de cintas de los epitopos
conformacionales, los a.a. del epitopo 1 (rojo) se loca-
lizaron en la hélice o, para el epitopo 2 (verde) fueron
localizados principalmente en la regién de la hélice o y
algunos en la ldmina .

DISCUSION

Las bibliotecas de péptidos aleatorios, expuestos en
la superficie de fagos filamentosos, se han convertido en
una herramienta ttil para la identificacién de epitopos
reconocidos por diferentes moléculas de seleccién como
anticuerpos, receptores, enzimas y células (Smith 1985,
Ebrahimizadeh y Rajabibazl 2014). Los fagos filamentosos
exponen en su superficie secuencias peptidicas fordneas
fusionadas a las proteinas de la capside viral; siendo las
mads empleadas, la pVIII (proteina mayoritaria) y la pIII
(proteina minoritaria, Kiigler y col 2013). La secuencia
de un péptido de una biblioteca seleccionado por una
determinada propiedad puede ser facilmente deducida
de la secuencia de nucleétidos del fago que lo expone
(Smith y Scott 1993, Ebrahimizadeh y Rajabibazl 2014).
Las bibliotecas de despliege en fagos han sido usadas
exitosamente para la selecciéon de mimotopos empleando
anticuerpos monoclonales o policlonales para la locali-
zacion de sitios inmunoldgicamente activos (epitopos),

PROTEINA N, PRRS, MIMOTOPOS, FAGOS FILAMENTOSOS

los mimotopos seleccionados pueden ser utilizados en un
ELISA de fagos, siendo una prueba inmunodiagnéstica
simple, especifica, sensible y de bajo costo (Ren y col
2010, da Silva Ribeiro y col 2010).

La proteina estructural de la nucleocdpside es codifi-
cada por el ORF7, es altamente inmunogénica y ha sido
utilizada principalmente para el diagnéstico, para detectar
anticuerpos contra el virus del PRRS (Dea y col 2000).
Varios dominios antigénicos han sido identificados en la
proteina N de los genotipos americano y europeo. Un epitopo
lineal especifico comiin a ambos genotipos fue localizado
en laregion central de la proteina N, entre los aminodcidos
50 y 66 (C"PEKPHFPLAAEDDIRHH®, Rodriguez y col
1997). Asimismo, el AcMo SDOW 17 reconoce un epitopo
discontinuo, de la proteina de la nucleocdpside del genotipo
americano y europeo, que se ubica entre las regiones de
aminoécidos 51-67 y 80-90 (Meulenberg y col 1998). Este
epitopo incluye a tres mimotopos obtenidos en nuestro traba-
jo, los que pertenecen a tres grupos de secuencias distintas.
El grupo 6 (clonas 3, 10, 16, 25 y 29), grupo 7 (clona 2)
y grupo 8 (clonas 1, 4 y 24) mostraron una frecuencia de
15,63%, 3,13% y 9,38%, respectivamente; presentaron
mimotopos discontinuos **HI>> y SLRVHY®, S*HY> y
S4ENSFT®8, >IQKIH>* y S’LLT>. Asimismo, la secuencia
del epitopo lineal identificado por Rodriguez y col (1997)
incluye la secuencia del epitopo 2 conformacional obtenida
en este estudio.

De 300 virus aislados del genotipo americano, el anti-
cuerpo SDOW 17 identificé a 99,4% de los virus aislados
(Nelson y col 1993). Varios experimentos han demostrado
que el AcMo SDOW 17 reconoce un epitopo conservado
(aminoécidos 50-66 y 51-67) de la proteina N en los dos
genotipos principales del virus de PRRS; esta secuencia
coincide con los datos obtenidos en los grupos de clonas
1,2y3.

Figura 3. Localizacién de epitopos conformacionales especificos para IgG de ratén antiproteina N (SDOW17). Diagrama de cintas (a)
y superficie (b). La prediccién de epitopos (1, rojo: 2, verde) basados en mimotopos fueron obtenidos utilizando el servidor Pepitope
y los epitopos conformacionales fueron modelados con PyMOL.

Location of conformational epitopes specific for mouse anti-protein N IgG (SDOW17). Ribbon diagrams (a) and surface (b). The predict
epitopes (1, red; 2, green) based on mimotopes were obtained using the Pepitope server and conformational epitopes were modelled with PyMOL.
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El AcMo SDOW 17 reconoce un epitopo discontinuo y
conservado de la nucleocépside de los genotipos americano
y europeo, definido por los aminoécidos 30 a 52; sin em-
bargo, para este estudio ninguna de las clonas secuenciadas
incluye a este epitopo. Asimismo, el anticuerpo SDOW 17
reconoce mediante western blot proteinas de 15 kDa, que
corresponde a la proteina N del virus del PRRS (Wootton
y col 1998). La clona 31 present6 una de las menores
frecuencias (3,13%) y un epitopo discontinuo, ubicidndose
en el extremo aminoterminal “NYGYQ? y media 3’RG38
de la proteina N. Plagemann y col 2005 demostraron que
el AcMo SDOW 17 se une especificamente a la proteina
N recombinante, utilizando una placa de ELISA de un kit
comercial (HerdCheck, IDEXX), el epitopo identificado
corresponde a los aminodcidos del segmento 31-59, para
el genotipo europeo.

En el presente trabajo la secuencia consenso de las 32
clonas seleccionadas fue NYRYQ. Ademads, An y col 2005
seleccionaron péptidos de una biblioteca combinatoria de
fagos filamentosos de la proteina N utilizando el AcMo
N3H2, tres fagos fueron seleccionados y la secuencia
consenso fue IQTAFNQGA.

El diagndstico de la enfermedad causada por el vPRRS
se basa en signos clinicos dificiles de establecer, debido
ala variacién en la presentacidn de cada granja. Existen
diversas pruebas para establecer la presencia del virus,
la prueba de ELISA es la mds utilizada en estos proce-
dimientos, al confiar en la naturaleza inmunogénica de
la proteina N del virus del PRRS para la produccién y
deteccién de anticuerpos (Cai y col 2009). Un anélisis
comparativo de la proteina N indica que es altamente
conservada dentro del mismo genotipo, teniendo una
identidad a nivel de aminodcidos de entre 96% y 100%
(Ren y col 2010). Proteinas recombinantes del vPRRS
han sido utilizadas como antigenos con fines de diag-
nodstico para detectar anticuerpos en suero contra la
proteina N. Asimismo, se han utilizado péptidos sintéticos
en ELISA competitivos e indirectos para caracterizar
epitopos de la proteina N que han sido reconocidos por
varios anticuerpos monoclonales y de cerdos infectados
(Plagemann y col 2006). Los mimotopos de la proteina
N del virus PRRS obtenidos en este trabajo utilizando
la técnica de despliege en fagos es un método rapido y
barato para identificar péptidos que mimetizan epitopos
de antigenos utilizados para diagndstico, estos a pesar de
su similitud con el antigeno natural pueden ser utilizados
como antigeno en pruebas de ELISA.

En conclusidn, en este estudio se identificaron ocho
secuencias de péptidos de una biblioteca combinatoria
que mimetizan las caracteristicas estructurales de la pro-
teina N del virus PRRS, uno de los mimotopos (clona 2)
proporciona informacién acerca de una nueva secuencia
que presenta alta reactividad con el anticuerpo mono-
clonal SDOW17. Estudios adicionales son necesarios,
para probar y validar esos péptidos para la deteccién
seroldgica del virus PRRS.
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