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Introduccion

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino (VPRRS) es el agente causante del PRRS, el cual
es antigénicamente y genéticamente heterogéneo'. Para el
diagnostico del virus de PRRS se han utilizado
ampliamente pruebas como ELISA y PCR. La proteina N
del PRRSV es la mas abundante e inmunogénica del
virion, ha sido utilizada extensamente en ELISA para
detectar anticuerpos en suero’. La tecnologia de fagos
filamentosos es una herramienta util para seleccionar
péptidos o proteinas con una alta afinidad y especificidad a
casi cualquier blanco molecular de interés’. El objetivo de
este estudio fue seleccionar fagos filamentosos para el
diagnostico del virus de PRRS.

Materiales y Métodos

Una biblioteca combinatoria de despliege en fagos esta
basada en colecciones de particulas de bacteridfagos que
expresan o ‘“despliegan” aleateoriamente secuencias de
péptidos en su superficie, como producto de fusién con
una de las proteinas que cubren al fago. Se utiliz6 una
biblioteca combinatoria para seleccionar por afinidad
mimotopos de la proteina N del virus de PRRS. Los pozos
de una placa de ELISA fueron cubiertos con un anticuerpo
monoclonal de la capside anti-VPRRS (SDOW-17). Para
la titulacion de los fagos eluidos, éstos fueron
adicionados a la cepa de E. coli ER2738, las colonias
fueron contadas y expresadas como unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL). Posteriormente, los
fagos eluidos fueron amplificados y concentrados
utilizando  polietilén  glicol  (PEG)  empleando
procedimientos estandares. Tres rondas de seleccion
fueron realizadas. Un ELISA de fagos fue utilizado para
confirmar la especificidad de las clonas positivas.

Resultados

Se utilizé un anticuerpo (SDOW-17) anti-VPRRS 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;
éstos se incrementaron de 3.2 x 10° UFC en la primera
ronda a 4.8 x 10° UFC en la tercera ronda (Cuadro 1).
Después de tres rondas de seleccion, 10 clonas fueron
picadas al azar, cada clona individual fue amplificada,
purificada y titulada. La reactividad de la union de las
clonas a los anticuerpos anti-VPRRS fueron medidas por
ELISA (Fig. 1).

Cuadro 1. Enriquecimiento de clonas especificas durante
la seleccion.

Ronda de Fagos

seleccion Adicionados* Eluidos* Recuperados*
1 1.0x 10" 3.2x10° 32x10°
2 1.0x 10" 4.1x10’ 4.1x10*
3 1.0x 10" 44x10° 4.4x103°

*unidades formadoras de colonias

Figura 1. ELISA de sandwich con clonas de fagos
seleccionados con un anticuerpo monoclonal (SDOW-17)
anti-VPRRS.

Discusion

Las bibliotecas de péptidos aleatorios han sido usados
exitosamente para la identificacion de péptidos que
mimetizan epitopos de antigenos utilizados para
diagnostico y vacunacion, los cuales a pesar de su
homologia con el antigeno natural puede ser utilizado
como antigeno en pruebas de ELISA.

Conclusién

De las diez clonas picadas al azar, dos clonas de fagos
filamentosos (2 y 4) fueron seleccionados en base a su
absorbancia con respecto a los controles negativos, para
ser empleadas con fines de diagnostico de la enfermedad.
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