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Introduccion

El virus del PRRS es uno de los patdgenos mas importantes
que afecta a los cerdos, por ser un agente dindmico que
evoluciona por mutacion y recombinacion.

En virtud de sus propiedades antigénicas y secuencia
homologa, la proteina N es usada para la deteccién de
anticuerpos del virus PRRS en sueros de cerdo y al mismo
tiempo para la produccion de reactivos de diagnostico (1).
Los anticuerpos monoclonales especificos a la proteina N
son utilizados para diferenciar los aislados del virus del
PRRS de tipo Americano y Europeo (2). El objetivo de este
estudio fue seleccionar e identificar fagos filamentosos para
el diagnostico del virus de PRRS utilizando un anticuerpo
monoclonal.

Material y métodos

Se adquirid una biblioteca combinatoria con fagos
filamentosos (M13) que expone aleatoriamente péptidos de
7 aminoécidos en la region N-terminal fusionado con la
proteina II1 (New England Biolabs, USA). Se realizaron
tres rondas de seleccion utilizando la IgG anti-PRRS
(SDOW17, Rural Technologies, USA). Posteriormente, los
fagos eluidos fueron amplificados y concentrados
utilizando  polietilénglicol empleando procedimientos
estdndares. Un ELISA de fagos fue utilizado para confirmar
la especificidad de las clonas positivas.

La secuencia de nucledtidos de los insertos del gen Il
fueron secuenciados con el cebador de secuenciacién -
96¢II1 5°-HOCCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ (New
England Biolabs, USA) del kit de la biblioteca de
exposicion en fago utilizando el secuenciador automatico
Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer.

Resultados

Los fagos eluidos titulados se incrementaron de 3.2 x 10°
unidades formadoras de colonias (ufc) en la primera ronda a
4.8 x 10* ufc en la tercera ronda. 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-
PRRS fue determinado utilizando un ELISA de fagos.

Diez secuencias de aminoacidos fueron alineadas con la
secuencias de la proteina N del virus del PRRS obtenida del
GenBank (ABU87632.1) Las secuencias de las clonas P01,
P02, P03, P04 y P09 se localizaron a la mitad de la proteina
N que consta de 123 a.a., principalmente entre los 52-78
a.a. Las clonas de fagos filamentosos P04 y P06 fueron
localizadas en el extremo amino terminal y los amino4cidos
en la posicidén 101 y 102; mientras que los péptidos P04 y
P05 fueron alineados Unicamente a la secuencia del
extremo amino terminal de la proteina N. La clona P07 se
ubico en el extremo amino terminal y los aminoacidos en la
posicion 37 y 38. El anticuerpo monoclonal SDOW 17

reconoce un epitopo discontinuo y conservado de la
nucleocapside de los genotipos americano y europeo, que
corresponden a los aminodcidos 30-32 y [12-113. La

secuencia consenso de las diez clonas secuenciadas fue
ANYRYQxV (Figura 1).
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Figura 1. Secuencias de amincédcidos de clonas de fagos
filamentosos seleccionados con el anticuerpo monoclonal
(SDOW17) y secuencia consenso obtenidas con el software
MIMOX.

Discusion

De 300 virus aislados del genotipo americano, el anticuerpo
SDOWI17 identifico a 99.4% de los virus aislados (3).
Cinco dominios de la proteina N fueron obtenidos
generando proteinas truncadas, el anticuerpo SDOW17
identifico un epitopo discontinuo que corresponden a los
aminoacidos 30-52 y 112-123 de los dominios I y V, del
genotipo americano (2). Asi mismo, para el genotipo
europeo, el epitopo en el dominio D se ubica entre las
regiones de aminoacidos 51-67 y 80-90 (4). Plagemann et
(2005) demostraron que el anticuerpo monoclonal
SDOWI17 se wune especificamente a proteinas N
recombinantes, utilizando una placa de ELISA de un kit
comercial (HerdCheck, IDEXX), el epitopo identificado
corresponde a los aminoécidos del segmento 31-59, para el
genotipo europeo.
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