UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TESIS DOCTORAL

Diseno y desarrollo de plataformas innovadoras para
el diagndstico de enfermedades infecciosas en ganado
porcino

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR
Cristina Aira Pino
DIRECTORES

Lissett Lopez Morejon
Victor Manuel Gonzalez Muioz
Paloma Rueda Pérez

Madrid, 2021

© Cristina Aira Pino, 2021



UNivERsIDAD ComMpPLUTENSE DE M ADRID

FacuLtap e Ciencias BioLocicas

TEsis bocTorAL

Disefio y desarrollo de plataformas innovadoras para el diagnéstico de

enfermedades infecciosas en ganado porcino

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Cristina Aira Pino

DIRECTORES
Lissett Lopez Morejon
Victor Manuel Gonzalez Mufioz

Paloma Rueda Pérez









A mis abus Pedro y Paco

A mi Goli






El trabajo que se describe en esta memoria ha sido realizado en la empresa Eurofins-
Ingenasa (Inmunologia y Genética Aplicada S.A.), en colaboracién con el grupo de
aptdmeros del Instituto Ramén y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRyCIS), bajo la
direccion de los Drs. Lissett Lopez Morejon, Victor Manuel Gonzélez Mufioz y Paloma

Rueda Pérez.
Dicho trabajo ha sido posible gracias a la financiacién recibida dentro de los proyectos:

- Doctorados Industriales de la Comunidad de Madrid (IND201/BMD-7711).
- Consorcio internacional EuroSTARS-MultiDETECT E!1011 con financiacién

recibida del Centro para el Desarrollo Tecnologico e Industrial (CDTI).

Como resultado de este trabajo de investigacion se han publicado los siguientes articulos

cientificos:

- Bead-Based Multiplex Assay for the Simultaneous Detection of Antibodies to
African Swine Fever Virus and Classical Swine Fever Virus. DOI:
10.3389/fvets.2019.00306.

- Development of an antigen Enzyme-Lynked AptaSorbent Assay (ELASA) for the
detection of Swine Influenza virus in field samples. Analytica Chimica Acta. En
prensa.

- A multiplex assay for the detection of antibodies to relevant swine pathogens in
serum. Transboundary and Emerging Diseases. Aceptado. Publicado en formato
pre-print. DOI: 10.22541/au.161839153.32778893/v1.

Asi mismo, se ha establecido una colaboracion con el Instituto para Patdgenos Nuevos y
Emergentes (INNT) del Instituto Estatal Friedrich-Loeffler (FLI), en Greifswald,
Alemania, dentro del grupo de investigacion dirigido por la Prof. Dra. Anne Balkema-
Buschmann para el desarrollo conjunto de ensayos multiples, intercambiando materiales
para la ampliacion de los paneles diagndsticos de ambos centros y realizando una estancia

en dicho centro.






Agradecimientos

Y por fin llegd el momento de escribir el final de este trabajo, que ha sido posible

gracias a muchisimas personas que me han apoyado en estos afios y a lo largo de mi vida.

En primer lugar, tengo que agradecer a mis directores de tesis que confiaran en mi
desde el primer momento y que me dieran la oportunidad de realizar este trabajo que tanto
me ha permitido crecer apoyandome en cada fase en que les he necesitado. Gracias a Lissett
por ser mi madre cientifica, guiarme y ensefiarme mil truquitos en el laboratorio, alegrarse
conmigo por cada éxito, empujarme durante las temporadas mas dificiles, estar ahi para
cualquier cosa, del laboratorio y de fuera, y por ensefiarme lo mas importante que he
aprendido en estos cuatro afios, que lo que mas vale es el trabajo en equipo y el apoyo de los
companeros. Gracias a Victor por hacerme sentir una mas dentro del grupo de aptameros
siempre, ofrecerse a ser parte de este proyecto sin dudar ni un momento vy facilitar cada
tramite y cada etapa de este larguisimo proceso. Y gracias a Paloma, por creer en mi, luchar
por conseguirme oportunidades y volcarse conmigo sacando tiempo incluso cuando parecia
imposible para conseguir terminar esta tesis. Sin vuestra ayuda, no habria conseguido llegar

hasta aqui.

Gracias a Antonio, Eduardo, Carmen y Belén por permitirme crecer en Ingenasa y
darme la oportunidad de realizar este trabajo en la empresa que ellos vieron nacer y que da
la oportunidad de que tantos doctores y apasionados de la ciencia desarrollemos nuestra

carrera en este pal's.

Gracias a mi tutora de la UCM, Isabel de la Mata, por facilitar cada tramite, ayudarme
con todos los papeleos y la burocracia, y por darme la oportunidad de realizar mis practicas

en Ingenasa.

Gracias a Nuriay a Tamara que en estos cuatro afios se han convertido en grandisimas
amigas, diria que familia elegida, con las que compartir todo lo bueno y apoyarnos en las
malas, gracias por ensefiarme la ciencia B y todo lo que tenia que saber dentro de un
laboratorio. A Gabriela, por todos nuestros ratos por las tardes hablando de todo y
resolviendo cualquier problema cientifico, por las risas infinitas y tantisimos consejos de
todo tipo, no sé qué he hecho sin ti tanto tiempo. A Kiko y al sefior Murciano, por los juernes

y los planes improvisados post-PCR, porque con todos vosotros en el labo no hay dias malos,



como mucho, dias con el Eppe feliz. Y a las locas de azul, Lourdes y Gina, que nos alegran
los desayunos y las comidas. Sin todos vosotros, vuestros empujones en los momentos
malos y lo bien que me lo hacéis pasar con cada detalle, ir al labo seria mucho mas trabajo
de lo que es. A Patricia por haber sido casi una directora en la sombra con toda la parte de
los ensayos multiples, por ayudarme a superar mi fobia a escribir, ensefiarme tanto y
ayudarme a conseguir oportunidades increibles. A Javi por ensefarnos todo lo que hay que
saber en el laboratorio, y a todos mis companeros de genética: Alexis, Merce, Marga, Luis,
Carmen, Helena e Irene, ha sido muy facil y divertido trabajar con todos vosotros estos afios.
A Alba por animarme todos los dias durante la escritura, por los ratos en el metro hablando
de todo y por apoyarme en el mejor congreso del mundo. A Istar por estar siempre ahi para
escucharme y darme consejos cuando mas la he necesitado. Y a Alex, gracias a los tres por
el buen royo que desprendeis y lo que aprendo de inmunocromatografia cada vez que hablo
con vosotros. A los compis de desarrollo Angel, y las chicas ELISA (Belén, Isa y Diana), que
siempre tienen una solucion para nuestros problemas y estan dispuestos a echarte una
mano en cualquier momento por ocupados que estén. A las chicas de cultivos Isa, Ana, Elena
y Esther, por pasarnos anticuerpos frente a cualquier cosa que exista. A toda la gente del 39:
Ma Carmen, Rosa, Eva, Moisés, Rubén, Chusa, Bea, Olga, Luz, Isabel, Javi, Juanjo, Ana,
Elena, Carmen, Jacques, Cristina, Carlos, Nacho y a toda la gente nueva que el SARS CoV-2
no nos ha dado la oportunidad de conocer bien todavia. Gracias por ayudarnos con todos los
tramites infernales y por hacer que los resultados que salen de nuestros laboratorios vean la

luz'y cumplan una funcion real como productos de diagndstico.

A todos mis companeros del grupo de aptameros: Ana, Rebeca, Miriam, Celia, Esther,
Ana, Silvia, Elena, Gero, Raquel, Maribel, Marta, Valerio, Alberto, Miguel y muy muy muy
especialmente a Nacho, que me ha ensefiado todo lo que sé sobre aptameros y sin el cual
no habria conseguido sacar ninguna seleccion. Gracias por hacerme sentir una mas del
grupo cada vez que he ido a aprender sobre aptameros con vosotros y por ilusionaros tanto
como yo al vernos (mas aun si es con manolitos o en un escape room), siempre es un placer

pasar un rato con vosotros.

Thanks to Anne for the opportunity to collaborate with her group at the FLI and to all
my collegues there: Maren, Dan, Julia, Ola, and Nicole, for the best time someone can have
in a new lab, and for all the plans and support in the though time, when the COVID crisis

started.



A mis padres que siempre me han apoyado y me han animado a seguir el camino que
mas me motivara, por muy dura que pareciera la carrera cientifica, gracias por confiar en mi,
darme todas las oportunidades del mundo y apoyarme en los momentos de desmotivacion,
gracias por todo lo que me habéis ensefiado y por vuestra ayuda incansable en cada fase y
en cada problema de todos los aspectos de mi vida. A mi pequefajo, Alex, por quererme y
chincharme a partes iguales desde 1.999, eres una parte fundamental de mivida y no sé que
habria hecho sin ti en tantisimas ocasiones que ni las puedo contar. A mis abuelos, los
mejores abuelos que se pueden tener, gracias por presumir de nieta, aprenderos lo que
estudiaba por dificil que pareciera de explicar o pronunciar, hacerme sentir especial y darme
apoyoy carifio incondicional siempre. A Marcos, por hacerme ver lo mejor de mi, apoyarme
en todo, interesarte por los royos cientificos que te suelto cada dos por tres, escucharme los
ensayos de presentaciones y porque se cumplan todos nuestros planes de futuro juntos. Y a
mi mejor amigo que me acompand desde los 10 anos, Goli, ensefiandome lo incondicional
que puede llegar a ser el carifno. Gracias por ser como sois conmigo, OS QUIERO HASTA EL

INFINITOY MAS ALLA.

A las mejores amigas que se puede tener. A mis GORDIS, por ser un apoyo
fundamental desde el instituto, por todas nuestras anécdotas desde que éramos jovenes y
mandaba la fiesta y por motivarnos unas a otras siempre, hasta que nos hagamos mayores
con churumbeles, o seamos abuelitas en un patio fresco y dejemos atras los motes (si es que
eso es posible), me enorgullece crecer a vuestro lado. Sobretodo a Angela, que literalmente
nos hemos visto crecer desde el primer verano de nuestra vida xD, por los ratos
interminables en la biblioteca en época de éxamenes, por aguantarme con mis agobios y
escuchar todas mis chapas. A mis CHULIS, por nuestras noches inmejorables de
desconexion de la bioquimica, las risas infinitas y los ratos de estudio en la biblioteca de
quimicas, bioldgicas, o en la que hubiera un huequito, porque por mucho tiempo que pase
entre las quedadas es como si nos hubiéramos visto ayer mismo. Especialmente a mi Macu,
que no se qué haria sin sus mimos y sus palabras bonitas, esa persona para la que estar y que
estd para ti pase lo que pase, cuando somos listas y cuando no tanto. Y a mi Roci, por las
risas, las fiestas y el apoyo, las confidencias, la que siempre saca un rato cuando la necesito

para tomarnos una cerveza o hacer un rato el ridi.

GRACIAS ATODOS POR VUESTRO APOYO Y POR FORMAR PARTE DE Ml VIDA.






Indice

ADIEVIATUIAS oottt e et nneas X1
RESUMEN e XVII
ADSIFACE s XXI
I. Introduccion
R 00 03 £ =W oo (o] 1 - S 1
I. 2. Enfermedades infecciosas y respuesta inmune...........ccccceeverveenne 3
I.3.  Diagnostico de enfermedades infecciosas...........ccocevvveeieeiveenveenne, 9
I.4.  Obtencion de herramientas moleculares para el desarrollo de
ensay0S dIagNOSTICOS. .......ccuviueeireeciee e 12
I.4.1  ANtigenos reCOMBINANTES ........ccccoviiieiieeie e 12
I.4.2  Moléculas detectoras. Anticuerpos monoclonales y aptdmeros.............. 17
[.5.  Inmunoensayos diagnOStICOS..........cccvevveieeiieiiie e e see s, 21
I.6.  Patologias de interés en ganado porcino..........ccccceveveeveeiiennnenn, 31
[.6.1  Patologias digeStiVas ........ccccceiieiieiieiecie e 31
[.6.2  Patologias reSPIratorias ...........coeieererieieresieeee e 32
I.6.3  Otras patologias relevantes en ganado POrcino...........cccceveevvevesveseenns 37
1. ODJELIVOS oo 47

I11.Materiales y métodos

1. MAatErialeS ... e 51
O O RV 4 | U SRS 51
T 102 BACKEITAS ..t 51
1. 1.3 LiNeas CElUIArES .........cccooiiiiiiiieeee e 52

1. 1.4  Animales de eXperimentacion ...........ccccccceiveiieiiiicse e 52



HI. 1.5 MEAIOS A8 CUIIVO ..ot e e e e 53

M. 1.

. 1.

M. 1.

M. 1.

. 1.

M. 1.

1. 2.

M. 2.

. 2.

1.5.1 Medios de cultivo para Dacterias ..........c.cceeerererencreninisieeees 53
1.5.2 Medios de cultivo para células de iNSECtO .........ccevrvrvrveiveiieriennn, 53
1.5.3 Medios de cultivo para células de mamifero..........cc.ccoevevveiververnnnnn, 53
6 Anticuerpos MONOCIONAIES...........c.coeriiiiiiiiceeee e 54
7 OlGONUCIEOLIAOS .......covecveeiece e 55
1.7.1 Cebadores eSPecifiCOS. ........coruirireiriiieieese e, 55
1.7.2 Cebadores generales ..........cooeerieiieiie e 55
8 PIASIMIGAOS ...ttt 56
O APLAMEIOS ...ttt e 56
10 Reactivos, SOIUCIONES Y tAMPONES .......cccveereiiieiiieiecie e 57
11 MUEStras DIOIOGICAS ......cceivererierieieiiierie e e 60
1.11. 1 Muestras digestivas POrCINGS .........ccccvrureerierierienieniesiesiesiesesseeennens 60
1. 11. 2 Muestras del tracto respiratorio POrCiNaS.........c.ccevververrvesvereesrennenns 60
1. 11. 3 Muestras de SUEIO POICINGS........ccuerurereereerieaeesseesreeseessessseessesseeseens 61
IMBLOTOS ...ttt 63
1 Manipulacion de lineas celulareS y Virus.........ccccoovvereenenensicsc e 63
2.1.1 Propagacion de células de mamifero ........ccocooveveiniiieneiiesee, 63
2.1.2 Crecimiento de virus en cultivo celular...........cccccoovevovivniieinenne 63
2.1.3 Propagacion de hibridomas..........cocooeiviirenniiiiieee e, 64
2.1.4 Propagacion de células de iNSECLO ..........ccvevveveeieiiece e 64
2 Obtencion y manejo de 4cidos NUCIEICOS ..........ccovevveiiiiieie e 64
2.2.1 Extraccion ARN a partir de indculo viral ...........c.ccceoveieiecieenenne, 64
2. 2.2 Extraccion ADN a partir de inoculo viral...........ccccovevveieiicieenenne, 65
2.2.3 RetrotranscripCion (RT) ....cccooeieriieiiiesieiee e 65
2.2.4 Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR........c.ccccovcvvveviervenene 65
2.2.5 Electroforesis en geles de agarosa...........ccoovevereneienenesiescseenenns 66
2.2.6 Diseflo de genes SINTELICOS ........coeierirerinieieie e 66
2.2.7 SecuenciaCion de ADN........cceiviieiiieri s 66



I11. 2.3 Construccion de plasmidos .........cccccveireieiiieiiee e 67

1. 2.
M.
M.
M.
M.

1. 2.
1.
1.
1.
1.
1.

1. 2.
M.
M.

1. 2.
M.

2.3.1 Plasmido de clonaje pPCR™8/GW/TOPO®...........c.cocceerrirererrnnan. 67
2. 3.2 Produccion de plasSmidos...........coerrinerniinineeee s 67
2. 3.3 Plasmidos de expresion. Sistema Gateway ...........cccvererereresnaneas 67
2. 3.4 Plasmido de expresion pET28A-SUMO.........cccccoviineincieieeinine 68
4 Manipulacion de DaCterias. ....... .o 68
2.4.1 Mantenimiento y crecimiento de E. COli.........cccevvvveiviiciieceee 68
2.4.2 Transformacion de E. COli......ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 68
2.4.3 Seleccion de clones por PCR ........ccovieivie e 69
2. 4.4 Seleccién de condiciones optimas para la expresion en bacteria.... 69
5 Manipulacidn de baCuloVIrUS ...........ccccevveieeie i 70
2.5.1 Obtencion de baculovirus recombinantes ..........c.ccooevevreieinennene 70
2.5.2 Aislamiento de clones de baculovirus...........ccccevviieiiiiiecieseennns 71
2.5.3 Seleccion de baculovirus recombinantes ..........ccccooeveiencieininiene 72
2.5.4 Propagacion de baculOVIrUS .........ccccevreriineninec e 72
2.5.5 Seleccidon de condiciones éptimas para la expresion en células de

1 ES7=T 01 TSRS 72
6 Preparacion y analisis de extractos proteiCoS.........cccvererereresesreseanean, 73
2.6.1 Obtencion de extractos proteicos de células de insecto .................. 73
2.6.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE) ... 73
2.6.3 Tincion con azul de COOMASSIE.........ccvrveririeieieienie e 73
2.6.4 Tincion de acido periodico-Schiff (PAS)........ccccoovviveiiiiiecieceee 73
2.6.5 Inmunodeteccion en membranas de nitrocelulosa (western blot)... 74
2.6.6 Microscopia eleCtrOniCa ..........cccceeveeiieii i 74
7 Purificacion de proteinas.........ccccceveieiieiicic s 75
2.7.1 Purificacion a partir de la fraccion insoluble de las células............ 75
I11. 2. 7. 1. 1 Solubilizacion mediante SarcoSilo...........cccccvevvrieriveresiesnennns 75
I11. 2. 7. 1. 2 Solubilizacion mediante cloruro de guanidinio ............cc.coev... 75
[11. 2. 7. 1. 3 Solubilizacion mediante Urea...........ccccevveveriereneiesesesesennens 76



I11.2. 7.2 Purificacion por columnas de afinidad ............ccecveveviervciesnennenn, 76

I11. 2. 7. 2. 1 Purificacion a partir de péptidos de fusion ...........ccccceevvevvenenne. 76

1. 2. 7. 2. 2 Purificacion mediante ACMS .........ccvivvininnenenc e, 76

I11.2. 7.3 Purificacion por ultracentrifugacion ............c.ccooevevniiienninieneene, 77

[11.2.8 Obtencion de anticuerpos Monoclonales ...........cccooevevieneneincseieee, 78

[11.2. 8.1 Inmunizacion de ratones BALB/C .........cccccovvevevenenie i, 78

I11. 2. 8.2 Fusion celular. Obtencion de hibridomas.........cccocevevviviveieienen, 78

[11. 2. 8.3 ProducCion de ACMS..........couiererieieieiieeeieie e 79

[11. 2. 8.4 CaracterizaCion de ACMS........ccoceiiiiiiiiiinieiee e, 80

[11.2.8.5 Marcaje de ACMS........coueiieiiiie e 80

I11. 2. 8. 5. 1 Marcaje con biotina...........cccevviieiieie i 80

[11. 2. 8. 5. 2 Marcaje Con PeroXidasa..........cceevvereerieiieeieesesieseesieseesieenee e 81

[11.2.9 ODbtencidn de aptameros .......ccccccveiieiiieieseece e 81

[11.2.9.1 Seleccion de aptameros. SELEX .........ccccoceiviiinniinicneee e, 81

[11.2.9.2 Marcaje de aptAMEr0S .........coreerierierieisienieeee e 83

[11.2.9.3 Clonaje de la poblacion de aptdmeros .........cccovvervrieiernienennenen, 83

[11.2. 9.4  Seleccion de CIONES.........cccveieviiece e, 83

[11.2.9.5 Caracterizacion de aptameros...........ccoveeieeeerereieee e, 83

1. 2. 10 INMUNOEBNSAYOS ...ttt 84

[11. 2. 10. 1 Inmunoensayos enzimaticos (ELISA) .......ccccoverveniiieiienieieienn, 84

11.2.20. 1. 2 ELISA dirECT0....cviieiiiieiceceeese e 84

1. 2. 10. 1. 2 ELISA INGIFECTO....ccuveveeeiecieeie et 85

[11. 2. 10. 1. 3 ELISA de COMPELICION ....c.eoveiiriiiiiieiceeee e 85

I11. 2. 10. 1. 4 ELISA sandwich doble anticuerpo, DAS-ELISA ................... 85

[11. 2. 10. 2 Aptaensay0s ENZIMALICOS.......ceverueriereririeieieee e sie e sresreeseeneans 86
I11. 2. 10. 2. 1 Ensayo indirecto de reconocimiento por aptamero ligado a

enzima, ELONA ... s 86

[11. 2. 10. 2. 2 Ensayo de apta-absorcion ligado a enzimas, ELASA ............. 86

[11. 2. 10. 3 InMUNOFIUOIESCENCIA.........eeieieeieciee e 87

[11. 2. 10. 4 Microarrays en suspension (LUMINEX) ........ccooerereneneneneseniennnn, 88

I 2. 11 ANALISIS ESTATISTICO ..vvvveeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeees 89



1V.Resultados

IV. 1. Desarrollo de ensayos de deteccidn de antigeno en muestras

digestivas empleando aptameros ...........cccceveveveereseecesee e 93
IV.1.1 Clonaje, expresion y purificacion de proteinas recombinantes............... 94
IV.1.2 Seleccion de aptameros especificos frente a la VP6 ..........cccccoceeveeene. 104

IV. 1.3 Desarrollo de inmunoensayos ELASA para la deteccidn de antigeno en
IMUESTIAS ...ttt nr e nee s 107

IV. 2. Desarrollo de ensayos de deteccidn de antigeno en muestras

respiratorias empleando aptameros ..........cccccvveeveevieeceesee e, 113
IV.2.1 Virus Influenza porcina (SIV) ..o 115
IV.2. 1.1 NUCleoproteina SIV......cccocoeiieiiiie i 115
IV.2.1.2 Seleccion de aptAmeroS.........cccvivveieeieeeiieieese e seese e 117
IV.2.1.3 Desarrollo de ensayos ELASA...........cccooeiieieeie i 120
IV. 2.2 Mycoplasma hyopneumoni@e .........cccevererireninesieieeese s 125
IV.2.2.1 Proteina P46 M. hyOpneumoniae. .........ccoevrereeerenienenenienesenienens 125
IV.2.2.2 Desarrollo de ensayos DAS-ELISA..........ccoiiiiiiinieniiee 127
IV.2.2.3 Seleccion de aptameros..........ccocooeerereiieeneneese e 129
IV.2.2.4 Desarrollo de ensayos ELASA...........cccoooeiieii e 132
IV. 2.3 Circovirus porcino tip0 2 (PCV2) .....ccoeiveieiie e 135
IV.2.3.1 Proteinade la capsida PCV2........c.ccocoviiiiiieii i 135
IV.2.3.2 Seleccion de aptAmeroS.........cccveveiieiieeiieseese e s e 138
IV. 2.3.3 Desarrollo de ensayos ELASA...........cccooeiieie e 141
IV. 2.4 Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV)....... 143
IV.2.4.1 Proteina N de PRRSV ......cccoviiiiiiiiice e 143
IV.2.4.2 Seleccion de aptameros.........ccoeverierierienenieseseeee e 144
IV.2.4.3 Desarrollo de ensayos ELASA.........cccociiiiiiiiiiieienese e 148

IV. 3. Obtencion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales
especificos frente a la proteina VP30 de ASFV y su potencial
uso como herramientas diagnOStiCas .........cccoveveeerierierierieniennns 153

IV.3.1 Obtencion de VP30 para inmunizacion de ratones ...........c.ccoceeerereene. 153

IV. 3.2 Anticuerpos monoclonales...........cccoovveiiiiiiciie s 154



IV. 4. Disefio y desarrollo de ensayos mdltiples para la deteccién de
anticuerpos frente a patologias de interés epidemioldgico en

(o F= 1T To [0 o Jo] i [ o o RSSO 161
IV. 4.1 Desarrollo de un ensayo triple para la deteccion de anticuerpos frente a

ASFV Y CSFV .ottt 161

IV. 4.2 Desarrollo de un ensayo séxtuple para la deteccion de anticuerpos frente
a M. bovis, SIV, PRRSV, HEV, ASFV Yy CSFV. .....ccoceivviieiieinnen, 167
V. DISCUSION oot s 175
V1. CONCIUSIONES.......cocviiiecccec s 207
VI Bibliografia........ccccoooiiiiiiiiccs e 211
Anexo |. Mapas de los plasmidos empleados...........cccccvevveieeiieiiecnnenn, 235

Anexo 1. Secuencias de aminoacidos de las proteinas recombinantes...239

ANEXO L. PUDLICACIONES ..o, 247



Indice de figuras

l. Introduccidén

FIGURA I.1|

FIGURA 1.2 |

FIGURA 1.3 |

FIGURA 1.4 |

FIGURA 15|

FIGURA 1.6 |
FIGURA 1.7 |

FIGURA 1.8 |

FIGURA 1.9 |
FIGURA 1.10 |
FIGURA 1.11 |
FIGURA 1.12 |
FIGURA 1.13 |
FIGURA 1.14 |
FIGURA 1.15 |
FIGURA 1.16 |

FIGURA 1.17 |

Produccion mundial de proteina animal............ccccooveiiininiininenns 2

Esquema de la estructura bidimensional de las distintas
INMUNOGIODUIINGS. ... 6

Variacion cualitativa de carga viral, citoquinas e inmunoglobulinas
IgG e IgM tras la entrada de un patégeno en el organismo. .............. 7

Comparativa de los distintos sistemas heterélogos de expresion .... 15

Esquema de la secuencia de reconocimiento de ligando por un

101 1001 o OSSOSO 20
Esquema de un ELISA indireCto........ccccvevveiieve i, 22
Esquema de un DAS-ELISA. ..o 23

Esquema de un ELISA de competicion para la deteccion de

ANEICUBTPOS ...ttt ettt e re e esbe e sneenas 24
Esquema de varios formatos de ELASA tipo sandwich .................. 27
Tecnologia Luminex de microarrays en SUSPension. ............ccccce.... 30
ROLAVIFUS POFCINO ......eiiviiiiciecie e 32
VirUS INFIUBNZA.........ooiiee e 33
Circovirus porcino tiPO 2 .....ccveecvieiie e 35
Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino.................. 36
Virus de la peste porcina africana.........cccccceeeveeveeiie e 38
Virus de la peste porcina ClASiCa ...........cocceveveiiiicieies e 40
Virus de la hepatitiS E .........coovveiiiiiii e 43



I11. Resultados

FIGURA II1.1| Transferencia in vivo de genes al genoma de baculovirus BacPAKG6

.......................................................................................................... 70
FIGURA I11.2| Esquema de la intervencion en el metabolismo celular del medio
HAT s 79
FIGURA 111.3| Esquema del procedimiento SELEX ..........cccccooiiiiiiiniiiniiccen, 82
V. Resultados
FIGURA IV.1| Cultivo de PRVA sobre monocapa de células MA104 .................... 94

FIGURA IV.2| Amplificacion del gen codificante de la proteina VP6 de PRVA ....94

FIGURA IV.3| Resumen esquematico de las distintas proteinas \VP6 recombinantes

FIGURA IV.4| Cinética de expresion de la proteina VP6 en células de E. coli........ 96

FIGURA IV.5| Purificacién a partir de cuerpos de inclusion bacterianos de la
PrOtEINA VPG ..ot 97

FIGURA IV.6| Analisis de la expresion de la proteina VP6 (ACHLTA+VP6)......... 98
FIGURA IV.7| Cinética de expresion de la proteina 6xHis-VP6 en células Sf9 ......99

FIGURA IV.8| Cuantificacion mediante SDS-PAGE de las proteinas 6xHis-VP6
(ACHLTA+VP6) y VP6 (ACBacPAKSB+VPB)........cccccvvvrirrennn, 100

FIGURA IV.9| Cinética de expresion de la proteina VP6 en células Sf900 ........... 101
FIGURA 1V.10| Cuantificacion de la proteina VVP6 expresada en células Sf900 .....102

FIGURA IV.11| Fotografias de microscopia electrénica de la proteina VP6
FECOMDINANTE ....eevieiieeee e 102

FIGURA 1V.12| Evaluacion de inmunogenicidad de las proteinas VP6 de PRVA ..103

FIGURA 1V.13| Evaluacion de poblaciones SELEX frente a la VP6 mediante



FIGURA IV.14 |

FIGURA IV.15 |
FIGURA IV.16 |

FIGURA IV.17 |

FIGURA IV.18 |

FIGURA IV.19 |

FIGURA 1V.20 |

FIGURA IV.21 |
FIGURA IV.22 |
FIGURA I1V.23 |

FIGURA IV.24 |

FIGURA IV.25 |

FIGURA IV.26 |

FIGURA IV.27 |

FIGURA 1V.28 |

FIGURA 1V.29 |

FIGURA 1V.30 |

FIGURA IV.31 |

Evaluacién mediante ELONA de clones de aptameros aislados frente
AIAVPO .o e 105

Evaluacion AcMs frente a la VP6 en ELASA ......ovveeeeeeeeieeie, 108
Evaluacion de aptdmeros de PRVA en ELASA ........cccocvivvveiene. 109

Comparacién entre la sensibilida analitica del ELASA y del DAS-
ELISA e PRVA ...t 110

Correlacion entre ELASA y DAS-ELISA para deteccion de antigeno
e PRVA L e s 111

Andlisis mediante SDS-PAGE delaNP de SIV. ..., 116

Evaluacion de poblaciones SELEX frente a la NP de SIV mediante
ELONA bbb 117

ELONA de clones de aptdmeros aislados frente a NP de SIV....... 118
Seleccion de condiciones optimas para el ELASA de SIV............ 120
Anaélisis mediante curva ROC de resultados ELASA SIV ............ 122

Diagrama de cajas de las muestras de SIV analizadas mediante

Analisis mediante SDS-PAGE de la proteina P46 de
M. NYOPNEUMONIAE .......eiiiiiiiieieiee e 126

Evaluacién de AcMs de M. hyopneumoniae en DAS-ELISA ....... 127

Analisis mediante curva ROC de los resultados del DAS-ELISA de
M. NYOPNEUMONIAE. ......oevieieciiccieee et 128

Evaluacion de poblaciones SELEX frente a la P46 de M.
hyopneumoniae mediante ELONA ... 129

Evaluacion mediante ELONA de clones de aptameros aislados frente
A laproteiNa PAB...........coviiiiieie e 130

Evaluacion de aptameros especificos frente a la P46 en ELASA... 132

Comparacién entre la sensibilidad analitica del DAS-ELISA y el
ELASA de M. hyopneumoniae .........cccoceverenineeieeieie e 133



FIGURA IV.32 |

FIGURA IV.33 |
FIGURA IV.34 |
FIGURA IV.35 |
FIGURA IV.36 |
FIGURA IV.37 |

FIGURA IV.38 |

FIGURA I1V.39 |

FIGURA I1V.40 |

FIGURA IV.41 |

FIGURA IV.42 |

FIGURA IV.43 |

FIGURA IV.44 |

FIGURA IV.45 |

FIGURA V.46 |
FIGURA IV.4T7 |

FIGURA 1V.48 |

FIGURA IV.49 |

FIGURA IV.50 |

Analisis mediante curva ROC de los resultados del ELASA de M.
NYOPNEUMONIAE ... 134

Cultivo de PCV2 sobre monocapa de células VERO..................... 136
Amplificacion del gen codificante de la proteina Cap de PCV2....136
Purificacion de la proteina Cap .......cccccevveresieiecie e 137
Fotografia de microscopia electronica de las VLPs de PCV2........ 138
Evaluacion de poblaciones SELEX de la Cap mediante ELONA..139

Evaluacién mediante ELONA de clones de aptameros aislados frente
2 1a proteina Cap .....cccvevveiie e 139

Evaluacién de aptdmeros especificos frente a la Cap de PCV2 en
EL AS A e ———————————— 142

Anédlisis mediante SDS-PAGE de las proteinas N de PRRSV ....... 144

Evaluacion mediante ELONA de rondas SELEX frente a la proteina
N AE PRRSV ...ttt 145

Evalucidn de clones aislados de aptameros frente a PRRSV mediante

Titulacion proteina N PRRSV-1y PRRSV-2 mediante ELASA ..148

Analisis mediante curva ROC de los resultados del ELASA de

Analisis mediante curva ROC de los resultados del ELASA de
PRRSV tras optimizacion..........c.ccceveiieieeie e 151

Anélisis de la proteina VP30 de ASFV mediante SDS-PAGE ......154
Fotografias de microscopia optica del crecimiento de hibridomas 155

Evaluacion de AcMs frente a la proteina VP30 en western blot

Inmunofluorescencia con los AcMs especificos frente a la VP30 .157

Titulacion de sueros de referencia en ensayo triple..........c.cccocu..... 162



FIGURA IV.51 | Analisis mediante curva ROC de los resultados del ensayo triple

ASFV/ICSFV Lo 164

FIGURA IV.52 | Anadlisis estratificado de las muestras de ASFV ........cccccvvivevvennene 166

FIGURA 1V.53| Andlisis mediante curva ROC de pardmetros del ensayo séxtuple 169

Indice de tablas

I11. Materiales y métodos

TABLA L1 |

TABLA 111.2 |

TABLA 1113
TABLA111.4 |
TABLA LS|
TABLA 1.6 |
TABLA 1117 |

TABLAT11.8 |

Caracteristicas principales de los AcMs empleados en el presente
ErADAJO. .o 54

Cebadores especificos empleados en la PCR de los genes de interés

.......................................................................................................... 55
Caracteristicas de los plasmidos de expresién empleados............... 56
Reactivos comerciales empleados...........cccovviieieienenenc e 57
SolUCIONES Y TAMPONES.......ecvviiiieciece e 58
Muestras porcinas de patdgenos respiratorios ..........cccceeeveeervernnne. 60
Caracteristicas de las muestras de SUeros porcinos............c.ccceeenene 61

Caracteristicas principales de los anticuerpos comerciales empleados
en el isotipado de inmunoglobulinas............ccccovviiiiiiciic e, 80



V. Resultados

TABLAIV.1|

TABLAIV.2|

TABLAIV.3|

TABLAIV.A4 |

TABLAIVS|

TABLAIV.6 |

TABLAIV.7 |

TABLAIV.8|

TABLAIV.9 |

TABLA 1V.10 |

TABLA IV.11 |

TABLAIV.12 |

TABLA IV.13 |

Caracteristicas de los aptameros seleccionados frente a la proteina
VP6 de PRVA (media * desviacion estandar, SD) ..........c.ccceeueeee. 106

Técnicas disponibles para el diagnostico directo de los principales
agentes causales de infeccion primaria en el complejo respiratorio
POFCINO ...ttt b bbbt 114

Caracteristicas de los aptameros seleccionados frente a la NP de SIV
(MEAIA £ SD) .oeiciicieee e e 119

Caracteristicas del ELASA para deteccion de antigeno de SIV .....124

Valores de sensibilidad y especificidad obtenidos en el ensayo
interlaboratorio para el ELASA de SIV desarrollado..................... 124

Caracteristicas de los aptameros seleccionados frente a la proteina
MPB83 de M. hyopneumoniae (media £ SD).........cccocevvrirvneennnn. 131

Caracteristicas de los aptameros seleccionados frente a la proteina
Cap de PCV2 (Media £ SD) ..cvvceeviieiiciesieee e 140

Tratamiento de muestras para maximizar la deteccion de PCV2...142

Caracteristicas de los aptameros seleccionados frente a la N quimera
de PRRSV (Media £SD) .....ccccoviiiiiieciececeee e 146

Especificidad de los aptameros seleccionados empleando la proteina
N quimera de PRRSV frente a las proteinas N de ambas especies 147

Combinacién de los nuevos AcMs obtenidos frente a la VP30 en
DAS-ELISA et 158

ELISA de competicion para la deteccidn de anticuerpos especificos
frente a ASFV: Resultados obtenidos...........cccccoeiiieiieiiicciecnee, 159

Correlacion entre el ensayo mdaltiple y los ELISA empleados como
técnica de referenCia........oocovveveeeciecce e 165



Abreviaturas

Auso
AcM
AcP
ACMNPV
ADN
ADNCc
ADNSss
ADNds
ARN
ARNSs
ARNds
ASF
ASFV

BDV

BSL2
BVDV

BVES

CSF
CSFV
Ct
dNTPs
DOs0o
DMSO
DS
ELISA

Absorbancia a 450 nm

Anticuerpo monoclonal

Anticuerpo policlonal

Nucleopoliedrovirus multiple de Autographa californica

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario

ADN de cadena sencilla

ADN de cadena doble

Acido ribonucleico

ARN de cadena sencilla

ARN de cadena doble

Peste porcina africana (de las siglas en inglés African Swine Fever)
Virus de la peste porcina africana (de las siglas en inglés African
Swine Fever Virus)

Virus de la enfermedad de la frontera (de las siglas en inglés Border
Disease Virus)

Nivel de bioseguridad 2 (de las siglas en inglés BioSecurity Level 2)
Virus de la diarrea viral bovina (de las siglas en inglés Bovine Viral
Diarrhea Virus)

Sistema de expresion basado en baculovirus (de las siglas en inglés
BaculoVirus Expression System)

Peste porcina clasica (de las siglas en inglés Classical Swine Fever)
Virus de la peste porcina clésica

Ciclo limite en gPCR (de las siglas en inglés Cycle treshold)
Desoxirribonucledtidos trifosfato

Densidad optica a 600 nm

Dimetilsulfoxido

Desviacion estandar

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (de las siglas en inglés

Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)



ELASA
ELONA
FAO
HGPRT
GW
IHA
IFA
LFA
NGS
OIE
OMS
ONU

pb

PCR
PCV2
PEDV
PM

PO

POC

PRDC

Ensayo ligado a enzima por apta-absorcion (de las siglas en inglés
Enzyme-Linked Apta-Sorbent Assay)

Ensayo de oligonucleotido ligados a enzima (de las siglas en inglés
Enzyme-Linked OligoNucleotide Assay)

Organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la
agricultura (de las siglas en inglés Food and Agriculture Organization
of the United Nations)

Hipoxantina-Guanina fosforibosiltransferasa

Gateway

Inmunohistoquimica

Inmunofluorescencia

Inmunoglobulina

Ensayo de inmunocromatografia de flujo lateral (de las siglas en inglés
Lateral Flow Assay)

Secuenciacion masiva (de las siglas en inglés Next Generation
Sequencing)

Organizacién mundial de sanidad animal

Organizacién Mundial de la Salud

Organizacion de las Naciones Unidas

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa (de las siglas en inglés
Polimerase-Chain Reaction)

Circovirus porcino tipo 2 (de las siglas en inglés Porcine CircoVirus
type 2)

Virus porcino de la diarrea epidémica (de las siglas en inglés Porcine
Epidemic Diarrhea Virus)

Peso molecular

Peroxidasa

Ensayo de uso en el punto de toma de muestra (de las siglas en inglés
Point Of Care)

Complejo respiratorio porcino (de las siglas en inglés Porcine

Respiratory Disease Complex)



PRRSV

PRVA

ROC

SDS-PAGE

SELEX

SIv
Sn

Sp
SUMO

TGEV

TQ
WAHIS

Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (de las siglas
en inglés Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus)
Rotavirus porcino tipo A (de las siglas en inglés Porcine Rotavirus
type A)

Caracteristica Operativa del Receptor (de las siglas en inglés Receiver
Operating Characteristic)

Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes

Evolucion sistemética de ligandos por enriquecimiento exponencial
(del acronimo en inglés Systematic Evolution of Ligands by
EXponential Enrichment)

Virus Influenza porcino (de las siglas en inglés Swine Influenza Virus)
Sensibilidad

Especificidad

Pequefio modificador tipo-ubiquitina (del acrénimo en inglés Small
Ubiquitin-like MOdifier)

Virus de la Gastroenteritis transmisible (de las siglas en inglés
Transmissible GastroEnteritis Virus)

Timidina Quinasa

Sistema de informacion mundial de sanidad animal (de las siglas en

inglés World Animal Health Information System)






Resumen

La industria porcina genera un tercio de la proteina de origen animal consumida
mundialmente, y supone la fuente total o parcial de ingresos de millones de personas en
todo el mundo, tratdndose, por tanto, de un sector clave en la economia mundial. Por ello,
se hace evidente la necesidad de garantizar la sostenibilidad de dicha produccion, asi
como la seguridad alimentaria y el bienestar animal, para lo cual, un punto clave radica
en el control de las enfermedades infecciosas y los agentes causales que afectan a la
cabafia porcina. Durante las ultimas décadas, la expansion y los cambios estructurales
experimentados por este sector han hecho que los agentes patégenos aumenten su difusién
y, con ello, su impacto sobre la industria. Para minimizar dicho impacto, la mejor
estrategia es la prevencion a través de la implementacién de herramientas diagnosticas
fiables que permitan trazar la evolucién de los patdgenos y actuar de manera temprana

ante los brotes, combinado con la bioseguridad en las granjas y la utilizacion de vacunas.

En este contexto, el principal objetivo del presente trabajo de tesis ha sido investigar
y ampliar las herramientas de diagnostico directo e indirecto disponibles, y complementar
aquellas necesidades identificadas en el diagnéstico de enfermedades infecciosas que

afectan al ganado porcino.

En primer lugar, se han desarrollado nuevos métodos de diagnostico directo
(deteccion de antigeno) para algunos de los patdgenos mas relevantes que afectan a la
industria porcina, como son el Rotavirus porcino tipo A (PRVA), un patégeno digestivo,
y los patégenos que causan infecciones primarias en el complejo respiratorio porcino
(PRDC): virus Influenza porcino (SIV), Mycoplasma hyopneumoniae, Circovirus porcino
tipo 2 (PCV2) y virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV). Para
ello, las proteinas mas inmunogénicas de cada patdgeno se expresaron en distintos
sistemas heterdlogos, tales como Escherichia coli y/o células de insecto. Estos antigenos
recombinantes se emplearon como diana para la obtencion de aptameros y anticuerpos
monoclonales y, a continuacion, con estos elementos se trabajé en el disefio de nuevos
ensayos de diagndstico. Los aptdmeros son moléculas cortas de ADN o ARN que
adquieren una estructura tridimensional tal, que les permite reconocer de forma especifica
a un ligando concreto. En el presente trabajo, se consiguieron expresar los antigenos de

interés, asi como seleccionar varios aptameros especificos para cada uno de los antigenos



diana. Asi mismo, empleando dichos reactivos, se consiguio optimizar in vitro un ensayo
tipo ELASA para cada uno de los microorganismos enumerados. Los distintos ensayos
ELASA se evaluaron empleando muestras de campo, obteniendo unas sensibilidades
comprendidas entre el 40 y el 89 % y unas especificidades comprendidas entre el 73 y el
100 %, observandose los parametros diagndsticos mas prometedores en el caso de la
utilizacion de muestras del tracto respiratorio. Concretamente, con el ensayo ELASA
optimizado para deteccion de antigeno de SIV se obtuvieron unos resultados que

permitieron desarrollar el prototipo como un producto comercial.

Seguidamente, se obtuvieron anticuerpos monoclonales para el desarrollo de
ensayos de diagndstico, tanto directos como indirectos, para la deteccion de la infeccidn
por el virus de la peste porcina africana (ASFV). ASFV es un patdgeno complejo,
formado por més de 150 proteinas, cuya presencia en una zona geografica concreta, tiene
unas enormes implicaciones econémicas para la industria. Por este motivo, la puesta a
punto de nuevos y complementarios métodos diagndsticos basados en distintos antigenos
del virus tiene un enorme interés para el control y seguimiento de la infeccién. Empleando
un nuevo antigeno recombinante, la proteina VP30, obtenido en el sistema de expresion
de Escherichia coli, se obtuvieron tres lineas celulares de hibridoma productoras de
anticuerpos monoclonales especificos: 11G9, 13A12 y 13E12. Los tres anticuerpos
monoclonales purificados mostraron ser potentes herramientas para el desarrollo de
métodos de diagnostico directo, pues mostraron su funcionalidad en ensayos de tipo
western blot, inmunofluorescencia y DAS-ELISA. Sin embargo, no pudieron aplicarse al
diagndstico indirecto en ensayos de competicion.

Finalmente, el diagnostico simultaneo de varias patologias puede solventar la
mayor limitacién del diagnostico de laboratorio, la necesidad de una sospecha clinica, y
suponer una gran ventaja en términos de rapidez, abaratamiento, capacidades de cribado
de elevados nimeros de muestras y facilidad para la aplicacion de campafias de vigilancia.
Sin embargo, hasta la fecha se dispone de muy pocos ensayos multiples comerciales
dentro del area de la salud animal. Por ello, en el presente proyecto se ha trabajado en la
puesta a punto de metodos de diagnostico maltiple, empleando microarrays en suspension
para la deteccion de anticuerpos especificos frente a algunos de los patdgenos de mayor
interés epidemioldgico dentro de la industria porcina. En primer lugar, se desarroll6 un
panel triple para el diagnéstico diferencial de ASFV y CSFV, dos patdgenos de gran

impacto para la industria que muestran unos signos clinicos de dificil distincion. El



ensayo triple exhibié unos parametros diagndsticos excelentes para ambos patdgenos
(Sn. 95,7 % — 97,3 % y Sp. 98,3 — 99,8 %). Seguidamente, el panel se amplid
incorporando cuatro nuevos patdgenos de interés: Mycobacterium bovis, SIV, PRRSV y
HEV. El panel séxtuple desarrollado mostr6 ser una potente herramienta para la
aplicacion de campafias de vigilancia epidemioldgica, exhibiendo unos buenos
pardmetros diagndsticos: Sn. 87,2 % — 97,5 %y Sp. 91,6 % — 100 %.

El diagnostico de laboratorio es clave para la identificacion precisa del agente
causal de una enfermedad infecciosa, por ello, en el presente proyecto se ha trabajado en
la ampliacion de las herramientas disponibles dentro del sector veterinario, incorporando
ademas plataformas innovadoras como son el uso de aptameros y los ensayos multiples.
En primer lugar, se ha evidenciado el potencial de los aptameros como moléculas
capturadoras en el desarrollo de ensayos de deteccion de antigeno, presentando multiples
ventajas en términos de tiempo, coste y reproducibilidad. Se han obtenido nuevos
anticuerpos monoclonales especificos frente a la proteina VP30, un antigeno clave en la
deteccion de ASFV. Y se ha conseguido validar un panel séxtuple empleando la novedosa
plataforma de microarrays en suspension para la deteccion simultanea y diferencial de

anticuerpos frente a seis patdgenos de interés epidemioldgico en ganado porcino.






Abstract

Swine industry is the source of a third of total animal protein consumed worldwide,
and it supports completely or partially the livelihood of millions of people in the world,
making it a key sector for world economy. Therefore, the need to guarantee the
sustainability of this industry, as well as food safety and animal wellbeing become
evident, for which, a pivotal point lies in the control of infectious diseases and their
causative agents. During last decades, expansion and structural changes undergone by
swine industry led to a marked increase in pathogens’ spread and, consequently, to an
increase in their impact to the industry. To minimize this impact, the best strategy is
prevention through acute diagnostic tools, which allow the tracing of pathogen evolution
and to apply an early response against outbreaks, combined with the biosecurity in the

farms and the use of vaccines.

Within this context, the main aim of this work has been to enlarge the accessible
direct and indirect diagnostic tools and to complement gaps identified in the diagnosis of

infectious diseases affecting swine.

First of all, we developed novel direct diagnostic methods (antigen detection) for
some of the most relevant pathogens affecting swine industry, as is the Porcine Rotavirus
type A (PRVA), a digestive pathogen, and the main pathogens causing primary infections
in the Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC): Swine Influenza Virus (SIV),
Mycoplasma hyopneumoniae, Porcine Circovirus type 2 (PCV2), and Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV). For that purpose, most
immunogenic protein of each pathogen was expressed using the heterologous systems of
Escherichia coli and/or insect cells. These antigens were further used as template to
obtain aptamers and monoclonal antibodies, and, next, using these elements we worked
in the design of new diagnostic assays. Aptamers are short DNA or RNA molecules which
can acquire a three-dimensional structure that allows them to specifically interact with a
given ligand. In the present work, we successfully obtained the recombinant antigens of
interest as well as several specific aptamers for each of the target antigens. Employing
these new reagents, we optimised in vitro one Enzyme-Lynked AptaSorbet Assay
(ELASA) for each of the pathogens numbered before. Each ELASA was evaluated with

field samples, obtaining sensitivities ranging between 40 and 89 % and specificities



ranging between 73 and 100 %, obtaining more promising diagnostic parameters when
using respiratory tract samples. Specifically the ELASA developed for the detection of
SIV antigen exhibited results that allowed the development of this prototype as a

commercial product.

Next, we obtained monoclonal antibodies for the development of new diagnostic
methods, both direct and indirect methods, for the detection of African swine fever virus
(ASFV) infection. ASFV is a complex virus composed by more than 150 proteins, whose
presence in a given geographic region has huge economic implications for the industry.
For this reason, the optimisation of novel and complementary diagnostic methods based
on different viral antigens has an enormous interest for the proper control and surveillance
of infection. Employing a new recombinant antigen, the VP30 protein, obtained in the
heterologous system of Escherichia coli, three cellular lines of hybridomas producing
specific monoclonal antibodies to the target antigen were obtained: 11G9, 13A12, and
13E12. The three purified immunoglobulins showed to be great tools for the development
of direct diagnostic methods, since they all showed their functionality in the following
assay formats: western blot, immunofluorescence and DAS-ELISA. However, they

couldn’t be applied to indirect diagnosis in competition assays.

Finally, the simultaneous diagnosis of several pathologies may solve the biggest
limitation of the laboratory diagnosis, the need to have a clinic suspicion, and they are a
great advantage in terms of speed, price, high throughput screening and ease to design
surveillance campaigns. However, to the date, very few multiplex commercial assays are
available in vet. For this reason, we developed multiple diagnosis methods using
suspension microarrays, for the detection of specific antibodies to some of the pathogens
with the greatest epidemiological interest within the swine industry. First, we developed
atriplex assay for the differential diagnosis of ASFV and CSFV, two OIE listed pathogens
which show clinical signs which are difficult to differentiate. The triplex assay developed,
exhibited excellent diagnostic parameters for both pathogens (Sn. 95.7 — 97.3 % and
Sp. 98.3 —99.8 %). Next, the diagnostic panel was increased by the incorporation of four
new pathogens of interest: Mycobacterium bovis, SIV, PRRSV, and HEV. The sextuplex
panel developed showed to be a powerful tool for the implementation of surveillance
campaigns in both, pigs and wild boars, exhibiting great diagnostic parameters which
ranged from 87.2 % to 97.5 % of sensitivity, with a specificity of 91.6 — 100 %.



Laboratory diagnosis is necessary for the precise identification of the causative
agent of an infectious disease, thus, in the present project we have worked in the
enlargement of the available tools within the veterinary field, further incorporating
innovative platforms such as the usage of aptamers and the multiplex assays. First, we
evidenced the potential of aptamers as capturer molecule in the development of antigen
detection assays, exhibiting multiple advantages in terms of time, costs, and
reproducibility. We have obtained new specific monoclonal antibodies against the VP30
protein, a key antigen in the detection of ASFV. And we have validated a sextuplex panel
employing the novel platform of suspension microarrays for the simultaneous and
differential detection of antibodies to 6 pathogens of epidemiological interest in swine

industry.
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Introduccion

Introduccion

I. 1. Industria porcina

El sector agropecuario es un sector clave en la economia a nivel mundial,
contribuyendo a la misma con alrededor de 3 billones de euros, lo que supone cerca del
15 % de la actividad industrial. En los paises desarrollados, esta industria supone un 6 %
de los ingresos industriales anuales mientras que en aquellos que se encuentran en vias
de desarrollo, su importancia es mucho mayor, llegando a suponer mas del 70 % de los
ingresos industriales anuales en los paises mas pobres [1]. De acuerdo a datos de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la
produccidn ganadera contribuye con casi el 40 % de la produccién agropecuaria en los
paises desarrollados y con un 20 % en los paises en vias de desarrollo, suponiendo la
fuente principal de ingresos de cerca de 1.300 millones de personas [2]. Asi mismo, dentro
de esta industria, el sector porcino ocupa una posicion estratégica, suponiendo el 30 % de
la proteina animal consumida mundialmente [3]. La union europea (UE-28) ocupa el
segundo lugar en cuanto a produccion mundial de porcino, con un 24,5 % de la
produccion total de carne, solo por detrds de China que es el mayor productor con
alrededor de 54 millones de toneladas producidas anualmente. Asi mismo, dentro de
Europa, Espafia ocupa la segunda posicion en cuanto a produccion por detras de Alemania
con un 19 % del total y el primero en cuanto a censo, con mas del 21 % del censo
comunitario (31,2 millones de animales vivos). Dicho sector, supone el 39 % de la
produccién final ganadera espafiola, siendo por tanto una de las actividades econémicas
de mayor relevancia en el pais [Figura 1.1] [4, 5, 6]. Durante los proximos afos se espera
que la poblacion mundial continde creciendo, aunque de una forma mucho menos
exponencial que hasta la fecha, y que, por tanto, los requerimientos de todos estos

productos se sigan viendo incrementados [7].
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FIGURA1.1| Produccion mundial de proteina animal. Produccion mundial en las distintas
regiones de proteina animal en millones de toneladas y perfil porcentual por producto de las mismas.
Adaptada de FAO, 2020 [8].

Dada la elevada implicacion de la industria porcina en la economia mundial y la
continua expansion de la poblacion, desde la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) en colaboracion con la FAO se han dado una serie de directrices para garantizar la
seguridad alimentaria de los productos derivados de estas industrias, asi como de las
producciones en cuestion. Un punto clave en esta guia de directrices radica en el control
de peligros biol6gicos dentro de las granjas con medidas de prevencion y de actuacion
frente a posibles brotes, recomendando el control periddico de las instalaciones por
veterinarios, la reduccion del contacto entre animales sanos y enfermos, la obligatoriedad
en la notificacion de determinadas enfermedades... [9], para lo cual es indispensable
disponer de herramientas de control fiables. En las ultimas dos décadas, el aumento de la
demanda de carne de cerdo ha hecho que el sector haya sufrido un drastico cambio en la
cria y mantenimiento de animales. En lineas generales, se ha experimentado una
reduccion en el nimero de granjas con un gran incremento en la densidad de animales en
cada una de ellas a nivel mundial, lo que ha facilitado la expansion de enfermedades
infecciosas dentro de las mismas [10]. Asi mismo, la intensificacién y globalizacion de

los mercados han favorecido la expansion de los agentes patdgenos por todo el mundo



Introduccion

debido al movimiento de animales, alimentos o productos derivados de estas industrias
[11].

Asi, el objetivo principal del presente trabajo de tesis doctoral es el disefio e
implementacién de nuevas plataformas de diagndstico individual y multiple que faciliten

el control de la expansion de esos agentes infecciosos en la industria porcina.

I. 2. Enfermedades infecciosas y respuesta inmune

Desde el descubrimiento de los “animalculos” por Antoni van Leeuwenhoek en los
afios 1670s y la posterior demostracion por Robert Koch, Louis Pasteur y sus
contemporaneos a mitad del siglo XIX, de que ciertos microorganismos eran los
causantes de enfermedades, se han hecho enormes esfuerzos por entender el ciclo
bioldgico, la transmision y las caracteristicas principales de estos patdgenos en todos los
campos de salud (humana, vegetal, veterinaria...), asi como por desarrollar estrategias
para prevenir, diagnosticar y tratar esas enfermedades. A pesar de los continuos éxitos
obtenidos en este campo, con la erradicacidn de diversas enfermedades en muchos paises,
las enfermedades infecciosas siguen teniendo un altisimo impacto a todos los niveles [12].
Concretamente, en la industria ganadera, las enfermedades infecciosas son responsables
de mas del 20 % de las pérdidas econdmicas a través de distintos factores relacionados
directamente con la aparicion de los nuevos brotes como son: el aumento de la mortalidad,
la pérdida de productividad o los gastos veterinarios, y costes indirectos tales como las
restricciones en el comercio, en la movilidad de los productos, la reduccion del valor de
mercado y las investigaciones epidemioldgicas derivadas, €, incluso, su posible impacto
para la salud humana (inseguridad alimentaria y aparicién de nuevas enfermedades
zoonoticas) [11, 13]. A modo de ejemplo, cabe destacar el problema surgido en los
ultimos afios en China por la introduccion del virus de la peste porcina africana (ASFV)
que, segun datos de la FAO, supuso en 2018 una reduccion del 4 % en la produccién
mundial de porcino y, mas concretamente, de un 10 % en la produccion de porcino en
China [3].

Las enfermedades infecciosas se producen cuando un microorganismo
potencialmente patdgeno supera las barreras de proteccion de los organismos superiores

(piel y mucosas), y da paso a un dafio de los tejidos o a alteraciones funcionales de las
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celulas. En consecuencia, el organismo afectado desarrolla una respuesta celular de
proteccion denominada respuesta inmune, que se inicia con el reconocimiento del
patdgeno como un elemento ajeno, seguida de una cascada de reacciones para eliminarlo.
Se diferencian dos tipos de respuesta inmune: la respuesta innata y la respuesta adaptativa.
La respuesta innata es una respuesta general e inespecifica iniciada inmediatamente
después de la entrada del microorganismo, a través del reconocimiento de patrones
moleculares asociados a los patdgenos (PAMPs). Estos motivos son generales y se
encuentran en la mayoria de los microorganismos potencialmente patdégenos [14]. Es una
respuesta que no se altera con las sucesivas infecciones y cuyos fines son: 1) eliminar a
los patégenos del medio activando a las células fagociticas (macrofagos y neutréfilos) y
mediante la liberacion de proteinas bactericidas como el sistema del complemento y la
lisozima, y 2) atraer a las células del sistema inmune a la zona de lesion (respuesta
inflamatoria) [15, 16].

Por otro lado, la respuesta adaptativa es exclusiva de vertebrados, especifica para
un patoégeno concreto y tarda mas en producirse (4-5 dias) ya que implica la activacion
de las células T y B del sistema inmune. Esta respuesta se genera frente a estructuras
concretas que se conocen como antigenos (del inglés antibody generator) y pueden ser de
cualquier naturaleza quimica (proteinas, carbohidratos, lipidos...). Generalmente es una
pequefia parte de este antigeno la que es capaz de inducir una respuesta inmune y a esta
region concreta se le denomina epitopo. Un antigeno puede contener en su estructura
diversos epitopos. Al reconocer esos epitopos concretos a través de sus receptores de
membrana, los linfocitos T y B inician un proceso de proliferacién y diferenciacion,
aumentando el nimero de células maduras capaces de reconocer a ese patdgeno concreto.
Los linfocitos B maduros son las células encargadas de combatir a los patdgenos
extracelulares y sus productos mediante la secrecidn de anticuerpos, proteinas conocidas
como inmunoglobulinas, que son capaces de reconocer y unir de forma especifica a los
antigenos. Como resultado se produce la opsonizacion del patégeno, un marcaje del
mismo que favorece su eliminacion mediante las células fagociticas. Por otro lado, los
linfocitos T reconocen a través de sus receptores a los epitopos procesados presentados
junto al complejo mayor de histocompatibilidad, en la superficie de las células
presentadoras de antigenos. De esta forma se activan y producen moléculas solubles
(citoquinas) que favorecen la eliminacion del patogeno. A largo plazo, este aumento en

la proliferacion de células especificas para un epitopo concreto, se traduce en una
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memoria inmunoldgica que hace que, en una segunda exposicién al patégeno, el sistema

esté preparado y actie mucho mas rapido [15, 16].

La inmunoglobulina (1g) es una proteina heterodimérica formada por dos cadenas
ligeras y dos pesadas unidas entre si de forma covalente mediante puentes disulfuro.
Dichas cadenas estan constituidas por un nimero variable de dominios constantes y un
dominio variable encargado de interaccionar con el antigeno. En esta molécula se pueden
definir dos regiones funcionales distintas, la region Fc cuya funcién es la sefializacion
dentro del organismo y la regién Fab que es la encargada de reconocer al patogeno a
través de sus dominios variables. En concreto, igual que sucede en el antigeno, es una
region especifica de los dominios variables de la Ig la que interacciona directamente con
el patdgeno, y que recibe el nombre de paratopo. Ante la entrada en el organismo de un
patdgeno se generan distintos tipos de inmunoglobulinas con diferentes implicaciones en
la respuesta inmune [17] entre las que cabe destacar dos tipos: 1gG e IgM. Las IgG
suponen entre el 70-75 % de las inmunoglobulinas presentes en el suero de un individuo
sano y se dividen a su vez en 4 subclases: IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 que difieren
ligeramente entre ellas por la secuencia de su cadena pesada. Son las principales
opsoninas del sistema inmune. Las IgM se expresan en los primeros momentos de
maduracion de los linfocitos B y son moléculas con escasa especificidad debido a su
inmadurez, pero con una elevada avidez debido a su naturaleza multimérica.
Generalmente, la presencia de estas moléculas se asocia con una respuesta inmune
primaria y se emplea para diagnosticar una exposicion reciente al patégeno. Suponen
alrededor del 10 % del total de las inmunoglobulinas presentes en suero. Asi mismo,
existen otros tres tipos de inmunoglobulinas menos representativas en suero: IgA,
presente principalmente en secreciones de mucosas, IgE, implicada en reacciones
inmunes a parasitos y en respuestas alérgicas, e gD, cuya funcién estd menos descrita y
que aparecen principalmente asociadas a la superficie celular de linfocitos B [Figura
1.2][16].
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FIGURA1.2| Esquema de la estructura bidimensional de las distintas inmunoglobulinas. A.
Estructura tipica de una inmunoglobulina (IgG) en la que se indican los dominios globulares
constantes (C) y variables (V) de la cadena pesada (H, azul) y ligera (L, verde), la regién del paratopo
y las regiones funcionales Fab y Fc. B. Estructura de la IgM secretada. C. Estructura de la IgA
secretada. D. Estructura de la IgD. E. Estructura de la IgE, mayoritariamente anclada a membranas.
Adaptada de Absolute Antibody, 2020 [18].

Conociendo el funcionamiento del sistema inmune y las diferencias principales
entre los distintos tipos de Ig, el estudio de la respuesta inmune generada tras una
infeccion puede ser de gran ayuda para determinar el estadio de dicha infeccion. En los
primeros momentos de la infeccion, el aumento en los niveles del patégeno en el
organismo potenciara la respuesta innata, observandose un aumento en los niveles de
citoquinas inflamatorias. A continuacion, se producird la activacion de la respuesta
adaptativa que se inicia a los 4-5 dias tras el contacto con el patégeno con un aumento en
los niveles de IgM especificas. Seguidamente, la maduracion de los linfocitos B activados
hara que se produzca un cambio en el tipo de Ig circulantes, reduciéndose los niveles de
IgM en paralelo al aumento de los niveles de IgG (seroconversion), las opsoninas mas
eficientes para combatir la infeccion. Los niveles de IgG en suero son, generalmente, mas
prolongados en el tiempo que los de IgM pudiendo mantenerse incluso durante afios y
suponen la evidencia del desarrollo de una memoria inmunoldgica [Figura 1.3]. Aunque

este esquema general puede variar segun la patologia [15, 16].
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FIGURA1.3| Variacidn cualitativa de carga viral, citoquinas e inmunoglobulinas 1gG e IgM tras

la entrada de un patdgeno en el organismo.

Para evitar el impacto generalizado de estas enfermedades infecciosas en las
diversas areas de la salud y, concretamente, en la industria porcina, la mejor estrategia es
la vigilancia y prevencion. Desde los trabajos pioneros de John Snow usando registros
médicos y estudios espaciotemporales para identificar la transmision por agua del cdlera
[19], la epidemiologia se erigié como la candidata para llevar a cabo esta aproximacion.
Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la epidemiologia como
“el estudio de la distribucion y los determinantes de eventos relacionados con el estado
de salud de una determinada poblacion” [20].

Generalmente, las enfermedades infecciosas estan causadas por un unico agente
etiologico y el reto para la epidemiologia no es solo identificar a este agente, sino
determinar los factores mas proximos (y en algunos casos distales) que producen la
infeccion [21]. La epidemiologia de enfermedades infecciosas tiene que evaluar distintos
términos descriptivos y cualitativos como son; 1) aparicion de la enfermedad y
distribucion en lugar y tiempo, 2) reservorios de los agentes infecciosos, 3) modos y rutas
de transmision, 4) factores bioldgicos relacionados con el patogeno e influencia en la
transmision de los mismos, 5) factores bioldgicos relacionados con el hospedador, 6)
factores ambientales e influencia en la transmisién, y 7) relacién de nuevos cuadros
clinicos con un patdgeno ya descrito o nuevo [22]. La determinacion de todos estos
parametros sobre una enfermedad infecciosa concreta permite actuar en los principales

puntos de transmision y programar la mejor actuacion ante futuros brotes.
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Los estudios epidemioldgicos han puesto de manifiesto que la transmision de
microorganismos patdgenos surge en muchas ocasiones de los contactos entre humanos,
animales y el medio ambiente. En concreto, alrededor de un 60 % de los agentes
infecciosos emergentes que afectan al hombre provienen de animales (zoonosis) y, de
éstos, el 75 % tiene su origen en animales salvajes. Los esfuerzos para combatir estos
problemas que se llevan a cabo desde un Unico sector no son suficientes, y en este
contexto surgio el concepto “Una Salud” (One Health). El término “Una Salud” es una
aproximacion colaborativa al desarrollo e implementacién de una serie de programas,
politicas e investigaciones abordadas desde un punto de vista interdisciplinar. En ellas se
consideran todos los factores, tanto de salud humana como veterinaria (animales
domésticos y salvajes), vegetal y medioambiental, que inducen o aumentan el riesgo de
aparicion de una enfermedad [23-27]. Desde mediados de los afios 2000s, este campo
multidisciplinar se ha ido expandiendo y ha mostrado su utilidad, siendo especialmente
evidente en el control de enfermedades zoonédticas, y poniendo en evidencia los efectos
sinérgicos del trabajo interdisciplinar. Uno de los principales objetivos del movimiento
“Una Salud” es la integracion de los programas de vigilancia epidemiologica humana y
veterinaria, asi como de los métodos de deteccion temprana en poblaciones humanas y
animales para facilitar la identificacion de patdgenos y su circulacion. Un claro ejemplo
a este respecto fue el brote producido por el virus del Nilo Occidental en Nueva York en
1999, que generd un brote de encefalitis en personas mayores, al tiempo que se
observaban grandes aumentos en la mortalidad de aves. De haber tenido una estrecha
colaboracidn en los procesos diagnosticos humanos y veterinarios, la etiologia del agente
se habria identificado mucho antes, limitando su impacto en la salud humana [25]. Desde
2015, la organizacion mundial de las Naciones Unidas (ONU) esta potenciando las ideas
recogidas en el concepto “Una Salud” con el desarrollo de la agenda 2030 para el
desarrollo sostenible y los 17 objetivos especificos planteados, que buscan acabar con la
pobreza, proteger el planeta y mejorar la vida de las personas actuando de forma

colaborativa desde todas las areas de desarrollo [28].

Las herramientas diagndsticas modernas proporcionan los medios para llevar a cabo
estos programas de vigilancia de microorganismos patdégenos de forma conjunta y, de

esta manera, ayudar a predecir y controlar su paso entre especies [25].
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I. 3. Diagnostico de enfermedades infecciosas

La mejor estrategia para llevar a cabo un diagndstico preciso y determinante de las
enfermedades infecciosas es la combinacion del diagnéstico basado en signos clinicos y
los resultados del andlisis de laboratorio. La labor de los profesionales dedicados al
diagndstico de enfermedades infecciosas es responder a tres preguntas: (1) ¢esta la
enfermedad causada por un microorganismo?; (2) si es asi, ¢por cuél?; (3) ¢cual es la
mejor terapia que aplicar en cada caso? [29], que son cruciales para identificar la causa
de una enfermedad a ambos niveles: individual, para asistir a los profesionales clinicos
en el tratamiento; y poblacional, para llevar a cabo programas de contencidn que eviten
futuras expansiones [30].

Los resultados proporcionados por los andlisis de laborario deben ser apropiados,
significativos y relevantes a nivel clinico, y deben ser evaluados por profesionales. Para
obtener un diagnostico fiable es necesario seguir una serie de pautas.

- Seleccion de las muestras. Las muestras para el andlisis deben ser
seleccionadas, recogidas y mantenidas en unas condiciones Optimas para que tanto
el andlisis como la interpretacion de los resultados respondan a las necesidades del
diagnostico. Asi mismo, tras la toma de muestras, éstas deben llegar al laboratorio
tan rapido como sea posible y el tipo de procesamiento debe adecuarse a los
procesos patoldgicos de los microorganismos a detectar [29, 31].

- Seleccion de la prueba. Para seleccionar la mejor aproximacion al
diagnostico hay que considerar distintos parametros, como son la adecuacién de las
caracteristicas de la prueba (sensibilidad y especificidad principalmente) al
escenario planteado, la aplicabilidad de los resultados obtenidos y si el resultado
estard a tiempo para tener consecuencias sobre el tratamiento. Asi mismo, la
capacidad técnica del laboratorio para llevarlo a cabo y el coste-beneficio son otros
criterios que se aplican de forma habitual en el diagnostico. Esta tarea puede
complicarse mas aun cuando no se dispone de un ensayo de referencia o gold-

standard frente al que seleccionar el mejor método [30].

La técnica general de referencia para identificar un agente patologico es en muchos
casos el aislamiento del microorganismo y su caracterizacion mediante métodos
bioquimicos o inmunologicos [32]. Estas estrategias no necesitan una hipotesis

diagnostica previa y permiten, sobre todo en el caso de bacterias y hongos, determinar el
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mejor tratamiento a aplicar. Sin embargo, son métodos lentos que retrasan el diagnostico
entre dos dias y mas de una semana, demorandose méas aln en caso de tener que
determinar el tratamiento adecuado. Las técnicas de aislamiento solo son capaces de
detectar microorganismos cultivables, lo que hace que muchos patdgenos no puedan
diagnosticarse por esta via; y en funcion del nivel de bioseguridad del patégeno a detectar,
pueden requerir de unas infraestructuras y materiales que las convierten en técnicas caras

y de dificil aplicacion [33].

Durante las Ultimas décadas han surgido otras alternativas a estos métodos
diagndsticos basados en el cultivo y aislamiento de patdgenos. Estas alternativas permiten

la deteccion de la infeccion mediante dos aproximaciones:

e Diagnostico directo de la patologia, mediante la identificacion del
patdgeno en muestras bioldgicas, a través de la deteccion de su material
genético o de alguna de sus proteinas.

e Diagnostico indirecto mediante el analisis de la respuesta inmune generada
en el individuo frente al patdgeno en cuestion, generalmente a través de
ensayos seroldgicos en los que se detectan, y en ocasiones cuantifican, los

niveles de anticuerpos especificos generados.

Este tipo de ensayos diagndsticos presentan varias ventajas, como son: reduccion
de los tiempos para obtener el resultado, bajo coste, capacidad de automatizacion,
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, es necesario hacer una escrupulosa evaluacion
clinica previa para implementar el método diagnostico apropiado, focalizado en los

patdgenos que mas probablemente sean los reponsables de la enfermedad observada.

La técnica por excelencia para el diagnéstico directo actualmente es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), que desde su invencién, se erigi6 como una técnica
sensible, especifica, rapida y robusta, ademas de mostrar una buena predisposicion a la
automatizacion [34, 35]. Dado que todas las especies tienen regiones de secuencia
genetica unica, es posible disefiar secuencias cortas de ADN (oligonucleotidos)
complementarias a una de dichas regiones, amplificarlas mediante PCR y determinar la
presencia 0 ausencia del material genético de estos patdgenos en una muestra [36].
Ademas, la versatilidad de esta tecnologia, ha hecho que durante los afios haya
experimentado un proceso de evolucion continuo con la introduccion constante de

innovaciones que han ido refinando la técnica y ampliando sus areas de implementacion



Introduccion

[37]. Las mas importantes se describen brevemente a continuacion: (1) la
retrotranscripcion (RT-PCR) que, con el descubrimiento de las retrotranscriptasas
(sintesis de ADN empleando moléculas de ARN como molde) permitid la amplificacion
de secuencias de ARN, abriendo la tecnologia a cualquier tipo de patégeno. (2) La PCR
a tiempo real o PCR cuantitativa (qPCR) abrié la posibilidad de monitorizar la
amplificacion de producto convirtiendo a la PCR en una técnica cuantitativa a través de
la determinacion del ciclo en el que la sefial de la molécula detectora comenzo6 a aumentar
por encima de la sefial umbral (Ct, ciclo umbral). Y, por ultimo, mas recientemente, la
tecnologia se ha actualizado con distintas estrategias de (3) amplificacion isotérmica de
las regiones de interés [38-41].

En parelelo al desarrollo de los ensayos tipo PCR surgieron otras alternativas al
disagnostico de laboratorio: los inmunoensayos. Estos ensayos son métodos de deteccidn
basados en la idea original de Yalow y Berson que, en 1960, describieron la primera
técnica que empleaba anticuerpos ligados a una sefial radioactiva para la deteccion de
analitos [42]. Al basarse en una reaccién especifica antigeno-anticuerpo, los
inmunoensayos permiten la deteccion tanto de proteinas del patégeno de interés que
actian como antigenos (diagnostico directo), como de los anticuerpos generados en el
organismo en respuesta a la infeccion (diagnostico indirecto) con elevada especificidad y

sensibilidad.

Para poder desarrollar este tipo de ensayos inmunoldgicos, el primer paso es obtener
los reactivos necesarios para ponerlos a punto, es decir, proteinas del patégeno y
moléculas detectoras como los anticuerpos. Estos procesos de obtencion pueden ser
costosos y en algunos casos, los reactivos tienen que ser mantenidos en unas condiciones
controladas de temperatura y humedad, por lo que la optimizacion de estos reactivos es

un paso clave para desarrollar de forma exitosa un inmunoensayo [43].
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I. 4. Obtencion de herramientas moleculares para el
desarrollo de ensayos diagnasticos

Los primeros inmunoensayos desarrollados, empleaban los patdgenos completos o
semi-purificados tanto para la optimizacion de ensayos diagndsticos indirectos, como
para la obtencidn de las moléculas detectoras. En los Gltimos afios, estas tecnologias han
ido cayendo en desuso debido a la dificultad de obtener grandes cantidades de patdégeno
atenuado o inactivado en cultivo celular, al coste de la produccion, el riesgo asociado a
su manejo, los requerimientos de personal altamente cualificado y la necesidad de
disponer en muchos casos de instalaciones con un elevado nivel de bioseguridad para el
manejo. Asi mismo, algunos patégenos no se producen bien en cultivo celular o,
directamente, no pueden ser cultivados con las aproximaciones disponibles, lo que limita

enormemente el desarrollo de métodos diagnosticos [44, 45].

1.4.1 Antigenos recombinantes

Desde su desarrollo en 1973 [46], la tecnologia del ADN recombinante ha
revolucionado muchos sectores, incluyendo el sector del diagnostico de enfermedades
infecciosas. El clonaje y expresion de los antigenos mas relevantes de los patdégenos de
interés reduce significativamente todos los problemas descritos del manejo del agente
patdgeno. Los antigenos obtenidos de forma recombinante no son infecciosos, se generan
con unos altos rendimientos, los procesos de produccion asi como los ensayos
desarrollados son estandarizables y escalables y se pueden emplear para la obtencion de
otros reactivos como anticuerpos, ya gque se obtienen con minimas variaciones en su
estructura, lo que garantiza el mantenimiento de los epitopos [44, 45]. Actualmente los
antigenos recombinantes se emplean en el ambito de la veterinaria de forma habitual en
el desarrollo de ensayos diagndsticos, vacunas y ensayos diagnasticos diferenciales entre
animales infectados o vacunados entre otras aplicaciones [47, 48]. Para maximizar la
aplicacion de la tecnologia del ADN recombinante, se han desarrollado diversas
estrategias destinadas a facilitar el clonaje de secuencias genicas como son: la
recombinacion in vivo, el disefio de sitios de trasposicion y recombinacion, la
transferencia de hebras por topoisomerasas... Uno de esos sistemas ampliamente
utilizado es el sistema Gateway®, basado en el clonaje de los productos de PCR en un

plasmido de clonaje ()CR8™/GW/TOPO) que presenta a ambos lados del sitio de clonaje
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regiones de recombinacién que facilitan el subclonaje en diversos vectores de expresion

mediante una reaccion de recombinacion in vitro [49].

Actualmente hay una amplia variedad de sistemas para la expresion de proteinas
recombinantes, entre los que destacan los sistemas heterélogos de bacterias, levaduras,
células de insecto, plantas transgénicas y células de mamifero. Seleccionar el mejor
sistema para la obtencidén de un antigeno funcional implica la valoracion de muchos
factores: (1) seleccionar el sistema que permita un buen plegado y procesamiento de la
proteina, (2) seleccionar el vector con un agente de seleccion y un promotor apropiado
para la expresion de la proteina en el sistema seleccionado, (3) optimizar la secuencia del
gen al uso de codones del sistema de expresion, (4) seleccionar en los casos en que sea
necesario un péptido de fusion, (5) seleccionar los péptidos sefiales para la expresion
extracelular, (6) prevenir la degradacion proteolitica del producto, (7) disefiar el método
de fermentacion y (8) optimizar los pardmetros del proceso como son la temperatura, pH,

transferencia de oxigeno... [50].

El sistema de expresion en bacterias es uno de los métodos mas empleados en la
industria debido a la gran cantidad de ventajas que presenta, como son la velocidad de
crecimiento, la facilidad de manipulacion genética y el abaratamiento de los productos
producidos. Sin embargo, las modificaciones post-traduccionales que incorporan las
bacterias son muy limitadas o inexistentes y en la mayoria de los casos las proteinas se
producen de forma insoluble y su plegamiento no es el correcto [51, 52]. Las levaduras
combinan caracteristicas propias de las células procariotas, como son la velocidad de
crecimiento, facilidad en la manipulacién genética y bajo coste, con algunas de las
ventajas de organismos superiores: sistemas eficientes de procesado post-traduccional,
presencia de reticulo endoplasmatico que favorece el correcto plegamiento de las
proteinas y sistemas de secrecion de proteinas, pero su lejania evolutiva hace que los
patrones de modificacion y plegamiento difieran en gran medida de los sistemas presentes
en mamifero [53]. Las células de insecto son capaces de generar la mayoria de las
modificaciones post-traduccionales que ocurren de forma habitual en células de mamifero
(plegamiento, glicosilacion, oligomerizacion, formacion de puentes di-sulfuro,
fosforilacion y acilacion) dando paso a antigenos cuya estructura se asemeja mas a la

nativa que las obtenidas en células bacterianas o de levadura, con unos rendimientos
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superiores a las células de mamifero y de forma menos costosa. Sin embargo, hay que
tener en consideracion que el patron de glicosilacion no es idéntico al de mamifero, lo
que puede afectar a la funcionalidad de la proteina recombinante [54-56]. Durante las
pasadas dos décadas, las plantas han emergido como una plataforma atractiva para la
produccion de proteinas recombinantes por ser una plataforma de bajo coste, facilmente
escalable dado que no necesita de la implementacion de biorreactores, permiten la
expresion dirigida a determinadas estructuras de la planta (frutos, hojas...), lo que facilita
la purificacion y mejora los rendimientos. Son capaces de introducir modificaciones post-
traduccionales muy similares a las encontradas en mamiferos, pero son sistemas de lenta
obtencion y generalmente tienen un rendimiento menor que los sistemas descritos
previamente [57-59]. Para la expresion de proteinas de patdgenos que habitualmente
emplean la maquinaria de células eucariotas para su ciclo vital, el sistema 6ptimo para
garantizar la correcta funcionalidad de la proteina de interés es el sistema de expresion en
células de mamifero, pues presenta los sistemas de modificacion post-traduccional, rutas
de secrecidn y procesamiento de péptidos sefial y chaperonas que garantizan el apropiado
plegamiento [60, 61]. Sin embargo, la aplicacion de este sistema es costosa, requiere unas
instalaciones apropiadas, genera unos rendimientos de produccion bajos y es un proceso
lento que presenta muchas dificultades en el escalado a grandes volimenes [62, 63], lo
que ha llevado a que su uso en industria sea mas limitado ya que, en muchos casos, no

permite obtener cantidades suficientes de antigeno [Figura 1.4].
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FIGURA1.4| Comparativa de los distintos sistemas heterdlogos de expresion. Evaluacion de
distintos parametros del proceso de obtencion de proteinas recombinantes y de las caracteristicas de

la proteina obtenida.

Estas caracteristicas han hecho que dentro del area de diagndstico veterinario, las
plataformas que se emplean mas habitualmente para la obtencion de proteinas
recombinantes sean el sistema de expresion en bacterias y el sistema de expresion de

celulas de insecto [47].

e Sistema de expresion en bacterias

Dentro de todos los organismos que se han empleado habitualmente para la
expresion de proteinas recombinantes en bacterias, Escherichia coli ha sido el organismo
mas utilizado durante las Ultimas dos décadas, debido a que el genoma de esta bacteria
estd muy bien caracterizado y se dispone de muchas herramientas para la manipulacién
genética y la mejora de las proteinas expresadas. Actualmente, muchas empresas

comercializan una gran diversidad de plasmidos para la expresion y cepas bacterianas
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adaptadas al crecimiento a menores temperaturas, que co-expresan chaperonas, 0 con
capacidad de expresar proteinas recombinantes en distintos compartimentos celulares
(citoplasma, membrana interna, periplasma o membrana externa) [64]. Para maximizar la
expresion de proteinas recombinantes en estos sistemas, una practica habitual es el uso
de promotores inducibles, de modo que la proteina heterdloga solo se exprese cuando el
cultivo haya alcanzado un determinado umbral, minimizando la toxicidad y la sobrecarga
metabolica para las células procariotas. Los promotores mas habitualmente utilizados son
el promotor lac, inducible tras la adicion de analogos no hidrolizables de la alolactosa al
medio como es el isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsidoso (IPTG); o el promotor ara, que
presenta una represion mayor que otros promotores, reduciendo la expresion basal y que

es inducible tras la adicion al medio de cultivo de arabinosa [65, 66].

e Sistema de expresion en células de insecto

El sistema de expresion heter6logo en células de insecto se describié por primera
vez en 1983 empleando un nucleopoliedrovirus, comunmente conocidos como
baculovirus, en concreto se emple6 el Autographa californica multiple
nucleopoliedrovirus (AcMNPV) [67]. El genoma de estos baculovirus se modifica
incorporando la informacion genética codificante de la proteina de interés.
Habitualmente, los genes se clonan bajo el control del promotor de la poliedrina por ser
una proteina no esencial para el ciclo vital del baculovirus y por tener una elevada tasa de
transcripcion en los momentos mas tardios de la infeccion, aunque también se dispone de
vectores que emplean el promotor de la proteina p10 [68]. Estos baculovirus modificados
genéticamente se obtienen mediante una recombinacion homologa in vivo entre el
genoma de baculovirus linealizado del virus y un plasmido de transferencia previamente
producido en E. coli y que tiene clonado el gen de interés, que acta como donador [69].
Para la produccién de proteinas recombinantes, los cultivos de células de insecto son
infectados con los baculovirus modificados genéticamente. De este modo, los baculovirus
toman el control de la maquinaria metabdlica de las células e inducen la expresion de la

proteina de interés junto con el resto de proteinas virales [70].

La expresion en células de insecto mediante el sistema de baculovirus
recombinantes (BVES; de las siglas en inglés BaculoVirus Expression System) presenta
varias caracteristicas Utiles para la produccion de proteinas recombinantes a nivel

industrial. Las células de insecto presentan varias ventajas para la expresion de proteinas
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recombinantes: (1) tienen la capacidad de reconocer la presencia de un péptido sefial y
procesarlo, por lo que presentan sistemas eficientes de secrecion, (2) algunas variantes
son capaces de crecer en ausencia de suero, facilitando la purificacion de las proteinas
secretadas, y (3) son capaces de crecer en suspension, alcanzando elevadas densidades
celulares y dando paso a procesos facilmente escalables. Asi mismo, los baculovirus
recombinantes son estables genéticamente y los indculos pueden ser amplificados varias
veces de forma segura, puesto que los baculovirus solo infectan células de insecto [58,
59]. Sin embargo, es un sistema mas costoso que el de bacterias y mas lento ya que
requiere, en primer lugar, la obtencidn de un indculo de baculovirus recombinante estable
y, en segundo lugar, porque la velocidad de crecimiento de las células de insecto es menor
[60].

La tecnologia de baculovirus recombinantes se aplica también de forma habitual
para la expresion de proteinas recombinantes en larvas, donde la proteina de interés puede
suponer hasta el 50 % de la biomasa total del animal. La produccion de proteina
recombinante empleando insectos en lugar de biorreactores supone un importante
abaratamiento del producto y facilita el proceso de escalado, aunque exige de un mayor
procesamiento durante las fases de purificacion. Las aproximaciones mas ampliamente
utilizadas a nivel industrial con este fin son la infeccion de larvas del gusano de seda
(Bombyx mori) con los baculovirus especificos de esta especie, BmNPV, o de larvas de
Trichoplusia ni con ACMNPV [58, 71, 72].

1.4.2 Moléculas detectoras. Anticuerpos monoclonales y
aptameros

Los anticuerpos se identificaron por primera vez en 1890 por Behring y Kitasato,
quienes describieron en sus estudios pioneros sobre la difteria, una sustancia presente en
la sangre que presentaba la capacidad de neutralizar la toxina diftérica. Los anticuerpos,
como se ha descrito previamente, son proteinas multiméricas secretadas por los linfocitos
B y que presentan unas caracteristicas de elevada afinidad y especificidad por un
determinado antigeno, lo que desperto desde el principio el interés de los investigadores.
Sin embargo, su uso estuvo muy limitado debido a la corta vida media de los linfocitos B

diferenciados que imposibilitaba la obtencidn de estas moléculas en cultivo celular hasta
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que en los afios 1970s, Kohler y Milstein fusionaron por primera vez un linfocito B
murino y una célula de mieloma murina [73]. A estas células hibridas obtenidas de la
fusion de un linfocito con una célula de mieloma se les conoce habitualmente como
hibridomas y presentan las caracteristicas combinadas de un linfocito (produccion de
anticuerpo) y una célula cancerigena (inmortalidad), con lo que permitieron la produccion
de anticuerpos en el laboratorio. A dia de hoy, los anticuerpos no solo presentan un papel
crucial en el desarrollo de la respuesta inmune, sino que se han convertido en una
herramienta fundamental en los laboratorios mostrando interesantes aplicaciones tanto en
investigacion basica, como siendo potenciales moléculas terapéuticas y diagnosticas,
destacando concretamente el desarrollo de inmunoensayos [74].

Cuando un animal de laboratorio, generalmente ratones, aunque también es habitual
trabajar con conejos, ratas u ovejas, es inmunizado, su organismo produce un amplio
rango de anticuerpos con la capacidad de reconocer distintos epitopos presentes en las
proteinas. Cada anticuerpo especifico de epitopo es producido por un unico linfocito B,
por lo que la respuesta inmune inicial es una respuesta policlonal en la que maultiples
inmunoglobulinas con distintos dominios de reconocimiento son secretadas por los
distintos clones de linfocitos B activados para neutralizar al antigeno (anticuerpo
policlonal, AcP). La tecnologia de obtencion de las lineas celulares de hibridomas
permite la produccion de un Unico anticuerpo especifico de un epitopo concreto al que
habitualmente se conoce como anticuerpo monoclonal (AcM). Mientras que los
anticuerpos policlonales son baratos de obtener, capaces de reconocer un mayor nimero
de epitopos y si se obtienen de animales grandes pueden obtenerse en gran escala,
presentan una limitacion para el desarrollo de inmunoensayos que es la posible variacion
entre lotes de produccién, que hace que se generen resultados poco reproducibles. Por
otro lado, los anticuerpos monoclonales se producen a partir de cultivos continuos de
hibridomas de forma reproducible e inagotable permitiendo el desarrollo de
inmunoensayos estandarizables y seguros, por lo que son, siempre que es posible, los méas

habitualmente empleados [75, 76].

Actualmente, la tecnologia de hibridomas sigue siendo la técnica usada de manera
preferente para la obtencidn de anticuerpos monoclonales. El protocolo actual se basa en
el descrito por Nowinski et al. en 1979 [77] y consiste en la fusion de un linfocito
productor de anticuerpos monoclonales especificos por la proteina de interés con una

célula de mieloma que proporciona las caracteristicas de inmortalidad a la linea obtenida.
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La seleccion de los hibridomas se realiza en base a sus caracteristicas metabolicas
diferenciales en un medio de cultivo denominado medio HAT (Hipoxantina-
Aminopterina-Timidina) [75, 76].

El proceso de seleccion de clones de hibridoma es un proceso lento ya que hay que
realizar un chequeo continuo de crecimiento y capacidad de produccion de anticuerpos,
pero una vez que la linea de hibridoma se hace estable puede mantenerse en medio de
cultivo indefinidamente. Para solventar las limitaciones de produccion y aplicabilidad de
los anticuerpos monoclonales, se ha trabajado desde distintas aproximaciones en la
obtencidn de anticuerpos recombinantes, optimizacion de biorreactores para el cultivo de
hibridomas, seleccion de regiones Fab in vitro y humanizacién de anticuerpos [78-80].
Asi mismo, en las Gltimas décadas han surgido varias alternativas basadas en nuevas
moléculas con capacidad de unir antigenos de forma especifica empleando tanto proteinas
0 pequefios péptidos (p.ej. nanocuerpos o afimeros) como acidos nucleicos (aptameros)
[81].

Los aptameros se describieron por primera vez en 1990 por tres grupos
independientes y deben su nombre al término latin aptus, adaptacion y al término griego
meros, particula. Son moléculas sintéticas cortas de ARN o ADN de cadena sencilla (entre
20 y 80 nucleotidos), que adquieren una estructura tridimensional Unica en unas
condiciones fisico-quimicas determinadas. Esta estructura les permite interaccionar con
un ligando concreto con elevada afinidad y especificidad, a través de un reconocimiento
similar a la reaccion antigeno-anticuerpo, a diferencia de otras sondas moleculares, por
lo que se consideran anticuerpos sintéticos de naturaleza no proteica. Un aptdmero puede
reconocer desde macromoléculas como proteinas hasta pequefias moléculas como
nucleédtidos, drogas, péptidos e incluso iones metalicos, caracteristicas que han facilitado
la aplicacion de esta tecnologia a diversos campos tecnoldgicos como la biomedicina, la

farmacia y la clinica [82, 83][Figura 1.5].
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FIGURA 15| Esquema de la secuencia de reconocimiento de ligando por un aptdmero.

Creado con www.BioRender.com.

Los aptameros se generan mediante un proceso in vitro de evolucion sistematica de
ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX; de las siglas en inglés Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment). Este proceso SELEX puede realizarse
mediante diferentes estrategias a fin de adaptar los requerimientos a la diana de interés,
basadndose en todos los casos en ciclos reiterativos de incubacion, union, particion y
amplificacion por RT-PCR o PCR partiendo de una libreria de oligonucle6tidos sintéticos
de secuencia aleatoria. Asi mismo, al obtenerse in vitro, presentan ventajas comparados
con los anticuerpos: (1) pueden ser seleccionados frente a sustancias téxicas o no-
inmunogénicas manipulando mas facilmente sus afinidades y especificidades, (2) tras su
seleccién se sintetizan de forma quimica asegurando una pureza y reproducibilidad
superior a los anticuerpos de forma mas barata, (3) son mas faciles de modificar con
distintos grupos funcionales y (4) pueden recuperar su conformacion después de una

desnaturalizacion térmica [84, 85].

Todas estas caracteristicas convierten a los aptameros en grandes candidatos para
la mejora de los inmunoensayos, complementando o reemplazando en ciertos casos el

papel que cumplen los anticuerpos en esos desarrollos [86].

Empleando estos reactivos se han desarrollado distintos formatos de
inmunoensayos tanto para el diagnostico directo como indirecto de la infeccion que se

describen detalladamente a continuacion.
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I. 5. Inmunoensayos diagnosticos

Los inmunoensayos mas ampliamente empleados en los laboratorios diagnosticos
son los ensayos por inmunoabsorcion ligados a enzima (ELISA), descritos en 1971 por
dos grupos de forma independiente [87, 88]. Esta técnica emplea la reaccion antigeno-
anticuerpo para inmovilizar un analito sobre el pocillo de una placa de microtitulacion. A
continuacion, se afiade una molécula detectora capaz de reconocer al analito por el mismo
principio de inmunodeteccion, que Sse conjuga a una enzima. Las enzimas mas
habitualmente empleadas en el marcaje son la fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) y la
peroxidasa (EC 1.11.1.7) que presentan la capacidad de transformar un sustrato
cromogénico. De este modo, las ratios de enzima inmovilizada en los pocillos se
correlacionan facilmente con el cambio de color del sustrato y, a su vez, con la cantidad
de analito en la muestra. Actualmente, el ELISA es una técnica robusta que permite
detectar y cuantificar un analito (antigeno o anticuerpo en diagnostico) presente en una
muestra en pequefias proporciones, lo que dota a esta tecnologia de una gran sensibilidad
[89, 90]. Ademas, al basarse en el reconocimiento antigeno-anticuerpo, presenta una gran

especificidad y es una técnica segura y cuantificable.

A lo largo de los afios, la tecnologia ELISA ha ido evolucionando e incorporando
modificaciones tanto en el marcaje de la molécula detectora como en la estructura del
ensayo. En funcion de la estrategia seguida para la inmovilizacion y deteccién del analito

se han desarrollado distintos formatos de ELISA, entre los que destacan:
1. ELISA indirecto.
2. ELISA tipo sandwich.
3. ELISA de competicion.

Que se describen detalladamente a continuacion.
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e ELISA indirecto

El ELISA indirecto se emplea para detectar anticuerpos (diagnéstico indirecto)
especificos frente a un patdgeno en una muestra que generalmente suele ser de suero,
sangre o fluidos orales [Figura 1.6]. EI ELISA indirecto muestra una elevada sensibilidad
y especificidad en el diagnostico al basarse en la interaccion entre un antigeno y un
anticuerpo. Es un método rapido, facil de llevar a cabo y permite detectar anticuerpos
frente a todos los epitopos del antigeno. Normalmente, como molécula reveladora del
ensayo se utilizan anticuerpos (mono o policlonales) que reconocen de forma especifica
la region Fc de una especie animal concreta, por lo que el ensayo solo podra emplearse
para dicha especie y reconociendo un tipo especifico de Ig. Hay que tener en cuenta que
la introduccion de una segunda molécula detectora puede inducir reactividades cruzadas
en el desarrollo del ensayo [43]. Alternativamente, este segundo anticuerpo puede
sustituirse por proteinas con afinidad por las inmunoglobulinas sin distincion entre el tipo
de IgG como son la proteina A o la proteina G, que permiten el desarrollo de inmuoesayos
independientes de especie.

*]f? Anticuerpo en muestra

% Anticuerpo monoclonal

Antigeno o0
4% Enzima Q -
@ Sustrato cromogénico o \/g\

il [l Ml

N LS| LS
FIGURA1.6| Esquema de un ELISA indirecto. i. Captura de antigeno en los pocillos de las
placas. ii. Inmovilizacién de anticuerpos contenidos en la muestra mediante el reconocimiento
especifico de epitopos. iii. Reconocimiento de la region Fc de las Ig por un anticuerpo marcado con
una enzima. Alternativamente dicho anticuerpos puede sustituirse por proteina A o proteina G

marcada. iv. Adicion de un sustrato cromogeénico cuyo cambio colorimétrico se relaciona directamente

con la presencia de anticuerpos inmovilizados. Creado con www.BioRender.com.
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e ELISA tipo sandwich de doble anticuerpo (double antibody
sandwich ELISA, DAS-ELISA)

Este formato de ensayo busca la deteccion de antigeno en la muestra para el
diagndstico directo de la infeccién. Recibe su nombre de la capacidad de capturar
antigeno de la muestra mediante el uso de dos anticuerpos a modo de sdndwich [Figura
1.7][89]. EI DAS-ELISA presenta varias ventajas con respecto a la PCR, generalmente no
requiere pasos de purificacion o extraccion de las muestras previas a la realizacion del
ensayo, no requiere complejos equipos como los termocicladores para llevarse a cabo,
requiere un personal menos especializado que para la extraccion de material genético y
realizacion de la reaccion de amplificacion, lo que facilita su aplicacion diagndstica. Sin
embargo, su mayor limitaciéon comparada con la PCR a la hora de detectar antigeno es la
sensibilidad. Las proteinas no pueden amplificarse como el ADN o ARN a través de
reacciones in vitro, haciendo que se necesite una mayor carga viral para detectar la
infeccion. Esta técnica requiere del uso de una buena pareja de anticuerpos para la
realizacion del ensayo que reconozcan: bien dos epitopos distintos en el antigeno, o
epitopos repetidos. Ademas, a la hora de optimizar este tipo de ensayos es necesario
considerar que la opsonizacion de las inmunoglobulinas generadas en el animal puede
enmascarar algunos de los epitopos mas importantes de los patdgenos, dificultando su
deteccion [91, 92].
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FIGURAL.7| Esquema de un DAS-ELISA. i. Preparacion de placas para el ensayo a través de
la fijacion de anticuerpos especificos. ii. Inmovilizacion del antigeno contenido en la muestra a través
del reconocimiento especifico del anticuerpo. iii. Reconocimiento por un segundo anticuerpo marcado
con una enzima, del antigeno capturado en la placa. iv. Adicién de un sustrato cromogénico cuyo
cambio colorimétrico se relaciona directamente con la presencia de antigeno inmovilizado. Creado

con www.BioRender.com.
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e ELISA de competicién

Este tipo de ensayo puede usarse para deteccion de antigeno o de anticuerpo,

aunque la variante de antigeno tiene una aplicacion mas limitada en el campo.

En el presente trabajo solo se ha abordado el desarrollo de ensayos ELISA de
competicion para la deteccion de anticuerpos. En este caso, en los pocillos de la placa de
microtitulacion se inmoviliza el antigeno del patdgeno de interés [Figura 1.8]. EI cambio
colorimétrico del sustrato sera inversamente proporcional a la cantidad de anticuerpos en
la muestra. Su mayor limitacion es que, al trabajar con un solo anticuerpo de competicion,
el ensayo limita su sensibilidad a un unico epitopo, por lo que la seleccion del mismo es
crucial para el desarrollo del ensayo. Sin embargo, esta limitacion supone una ventaja a
nivel de especificidad del ensayo, al detectar un Unico epitopo la posibilidad de
reactividad cruzada con otros patdgenos se reduce enormemente. Estos ensayos presentan
ademas las ventajas de permitir detectar tanto IgG como IgM indistintamente y poder ser

aplicados independientemente de la especie de la que se toma la muestra.
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FIGURA1.8| Esquema de un ELISA de competicién para la deteccion de anticuerpos.
i. Preparacion de placas mediante la inmovilizacion del agente capturador. ii. Adicion de la muestra e
inmovilizacion de la molécula a detectar. iii. Adicion de la molécula marcada con una enzima que se
unira nicamente a las regiones no blogueadas. iv. Adicién de un sustrato cromogénico cuyo cambio
colorimétrico se relaciona inversamente con la presencia de analito en la muestra. Creado con

www.BioRender.com.
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La plataforma ELISA es la técnica predominante en los laboratorios diagnosticos y
actualmente es la técnica de referencia para muchas enfermedades infecciosas. Sin
embargo, suelen tener protocolos de mas de una hora de duracién, requieren de un
personal entrenado y para su realizacion hacen falta una serie de equipos que
imposibilitan su aplicacion in situ. Para ampliar la implementacion de estos
inmunoensayos, se inicio el desarrollo de ensayos réapidos de aplicacion en el sitio de
toma de muestra (point-of-care; POC) mediante la plataforma actual de la
inmunocromatografia (LFA, de sus siglas en inglés Lateral Flow Assay) [93-95]. La
inmunocromatografia es una plataforma versatil que actualmente se usa en la mayoria de
los ensayos POC por ser un ensayo rapido, facil de llevar a cabo, con una gran estabilidad
y de bajo coste, ademas de no necesitar equipamientos especiales para obtener el
resultados [96]. En esta tecnologia, el reconocimiento antigeno-anticuerpo se produce en
la superficie de particulas de latex, oro coloidal o carbono, y se basa en la migracion por
capilaridad de la muestra liquida y los complejos analito-latex formados a través de una
membrana de nitrocelulosa. De este modo, el resultado del ensayo se evidencia con la

aparicion de lineas sobre la tira de inmunocromatografia [97].

Asi mismo, otras técnicas inmunologicas disponibles y de amplia utilizacion para
la deteccion directa de un patégeno son la inmunohistoquimica (IHC) o la
inmunofluorescencia (IFA) que permiten el reconocimiento del patégeno in situ en
distintos tejidos. Esta tecnologia se basa en el mismo principio que los ensayos ELISA,
mediante la utilizacion de un anticuerpo especifico marcado con fluorescencia o con una
enzima que genere un cambio colorimétrico. En este caso, el ensayo se desarrolla sobre
secciones histologicas, generalmente obtenidas de tejidos u érganos fijados con formalina
y embebidos en parafina. Presenta varias ventajas: facilidad de envio de muestras,
seguridad en su manipulacion, permite la realizacion de estudios retrospectivos y la
deteccidn de organismos no cultivables. Para el desarrollo de este tipo de ensayos es
necesario disponer de anticuerpos monoclonales altamente especificos y sensibles [35,
98-100]. La IHC o IFA son tecnologias versatiles que se aplican también a la deteccion
de anticuerpos en su variante indirecta. En esta variante, el ensayo se desarrolla sobre una
monocapa de células de cultivo o una seccién histolégica que hayan sido previamente
infectadas con el patdgeno a detectar. Sobre la seccion se afiadira el suero o la muestra

problema en la que se quiere determinar la presencia o ausencia de anticuerpos y, del
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mismo modo que en el ELISA indirecto, el ensayo se revelarda con un anticuerpo

especifico de especie marcado [101].

Asi mismo, se han descrito muchos otros ensayos inmunolégicos para la deteccion
de anticuerpos basados en la capacidad de las Ig de inhibir funciones de los patdgenos;
como son la neutralizacién de virus (inhibicion de la capacidad de reconocer y asociarse
a las ceélulas), inhibicion de actividades enzimaticas presentes en la superficie de los
patdgenos o basados en el simple reconocimiento de antigeno-anticuerpo como la
hemaglutinacion. Muchos de estos ensayos se emplean de rutina en laboratorios de
diagndstico por su sensibilidad, sirviendo como métodos de referencia.

Las moléculas detectoras alternativas a los anticuerpos que han surgido en las
Gltimas décadas presentan un gran potencial para complementar a la técnica ELISA o
incluso mejorarla en los casos en que la sensibilidad de los anticuerpos no sea suficiente.
En concreto, los aptdmeros presentan la posibilidad de reemplazar o complementar el
papel de los anticuerpos en los distintos formatos ELISA descritos, pudiendo actuar tanto
de molécula capturadora reemplazando al anticuerpo en el ensayo DAS-ELISA, como de
molécula detectora reemplazando al anticuerpo en DAS-ELISA o ELISA indirecto. Asi,
recientemente, han surgido los ensayos basados en aptdmeros para el diagnostico de
enfermedades infecciosas habitualmente conocidos como ELASA (de las siglas en inglés
Enzyme-Lynked Apta-Sorbent Assay) que pueden presentar distintos formatos al igual que
sucedia con el ELISA, destacando los formatos ELASA indirecto y ELASA tipo
sandwich que se obtienen al sustituir los AcMs empleados en los desarrollos de los
ensayos ELISA [102, 103].

e ELASA tipo sandwich

El ensayo ELASA tipo sandwich puede presentar distintas variaciones en funcion
de que el aptamero empleado reemplace a uno de los anticuerpos descritos para el DAS-
ELISA (capturador o revelador) o a ambos [Figura 1.9]. EI ELASA tipo sandwich es un
método de diagnostico directo ya que detecta alguna de las proteinas del patdgeno en la
muestra. A las ventajas descritas previamente para el DAS-ELISA habria que afadir en
este caso las ventajas que proporciona el uso de aptameros en el diagnostico: los
aptameros se obtienen por un proceso de seleccion in vitro, se pueden desarrollar frente

a proteinas no-inmunogénicas con rangos de especificidad similares a los anticuerpos o
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en algunos casos mayores (Kds en el rango picomolar), la seleccion de los aptdmeros
puede realizarse en condiciones no fisioldgicas que se asemejen mas a las establecidas
para el desarrollo del ensayo, pueden obtenerse frente a cualquier tipo de molécula vy,
ademas, el proceso de obtencion es mucho mas rapido y barato que el de los anticuerpos.
Al tratarse de moléculas de ADN o ARN, pueden modificarse de forma sencilla para
favorecer el recubrimiento de placas de distintas naturalezas y favorecer la orientacion de
las moléculas o para ser usada como molécula reveladora y tras sufrir un proceso de
desnaturalizacion recuperan su estructura, cosa que no sucede con los anticuerpos. Asi
mismo, algunos estudios hablan de la capacidad de reutilizar estas moléculas tras
desarrollar el ensayo como potenciales ventajas para el uso de aptameros en el futuro
[104, 105].

En la dltima década, el namero de publicaciones relacionadas con este tipo de
desarrollo se ha visto incrementado, mostrando el creciente interés por estos anticuerpos
sintéticos. La mayoria de las publicaciones, sin embargo, se han desarrollado en el &ambito
diagnostico humano, encontrando muy pocos articulos que hagan referencia al &mbito
veterinario [106-109].
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FIGURA1.9| Esquema de varios formatos de ELASA tipo sdndwich. i. Aptdmero como
molécula capturadora, ii. Aptdmero como molécula reveladora o iii. Reemplazo total de anticuerpos
del DAS-ELISA, uso de aptameros como molécula capturadora y reveladora. Creado con

www.BioRender.com.
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e Ensayos multiples

Para solventar la mayor limitacion de los métodos de diagnostico descritos, que
detectan patologias individuales requiriendo una escrupulosa examinacion clinica, se ha
trabajado en el desarrollo de nuevas tecnologias de diagnostico que permitan el anaisis de
varios patdgenos de forma simultdnea. Estas herramientas de diagndstico multiple
mejoran las capacidades de cribado de alto rendimiento de los ensayos moleculares,
permiten testar una muestra frente a un amplio panel de patégenos ante una sospecha
clinicay facilitan la realizacion de estudios epidemiologicos. Comparado con los ensayos
descritos anteriormente, los ensayos multiples presentan las siguientes ventajas: permiten
el analisis simultaneo y diferencial de varios analitos dentro de una determinada muestra,
reduciendo el tiempo, los costes y la variabilidad entre ensayos individuales para llegar
al mismo resultado. Ademas, en el diagndstico de una unica enfermedad, la posibilidad
de chequear varias dianas permite realizar diagnosticos mas precisos. Sin embargo, este
tipo de tecnologias requiere de una mayor inversion inicial en la mayoria de los casos, al
incorporar diversas moléculas detectoras y equipos mas sofisticados. Requieren una
mayor optimizacion y validacion, puesto que pueden generar mas problemas de
reactividad cruzada que los ensayos individuales [110, 111]. Actualmente entre las
plataformas mas ampliamente empleadas para el diagnéstico multiple encontramos la

PCR y los microarrays.

La tecnologia de microarrays surgio en 1995 con la impresion sobre una placa de
vidrio de microscopio de varias secuencias de ADN complementarias a regiones de
interés [112]. Actualmente un microarray estd formado por una serie de moléculas
capturadoras inmovilizadas sobre una superficie solida, ocupando cada una de ellas una
posicidn concreta. Cada una de las moléculas capturadoras unira su analito diana de una
mezcla compleja, y seguidamente, una molécula marcada permitiré detectar y cuantificar
los analitos unidos. De este modo, la intensidad de sefial (cambio colorimétrico,
fluorescencia...) observada en una posicién concreta de la superficie del ensayo se
correlacionara con la concentracion de un unico analito en la muestra [113]. Desde su
desarrollo, la tecnologia de microarrays ha ido evolucionando tecnoldgicamente (con la
impresion de oligonucledtidos, sondas fluorescentes o proteinas; o con el uso de nuevas
superficies para la impresién) ampliando asi su marco de implantacién [114]. Aplicado
al diagnostico de enfermedades infecciosas, un microarray permite la deteccion

diferencial y simultanea de diversos patdgenos o anticuerpos frente a los mismos en una
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misma muestra, reduciendo los costes del proceso y la variabilidad. Los microarrays de
proteinas se emplean cada vez més en el area de las enfermedades infecciosas, tanto para
encontrar nuevos biomarcadores o dianas de las respuestas inmunes como para el
desarrollo de nuevos métodos de diagndstico maltiple. Son herramientas conocidas, de
aplicacion sencilla en los laboratorios de diagndstico habituales y susceptibles de
realizarse siguiendo las distintas aproximaciones descritas para los ensayos ELISA
(formato indirecto o sandwich). Al igual que sucedia en el ELISA, la cantidad de analito
inmovilizada en el punto es proporcional a la concentracion en la muestra, por lo que los
microarrays son técnicas de diagndstico cuantitativas. A nivel tedrico, los microarrays no
muestran limitacién en el nimero de moléculas capturadoras impresas, aunque los
microarrays disponibles comercialmente no superan las 20, y han mostrado que la
miniaturizacion de la superficie de impresion permite aumentar en muchos casos la
sensibilidad del ensayo [115, 116].

Una alternativa a estos microarrays planos surgida en las ultimas décadas es la
tecnologia de los ensayos multiples basados en microesferas (BBMAS) o microarrays
en suspension, comercializada bajo el nombre de “xMAP Technology” (Luminex). Esta
tecnologia se basa en el uso de microesferas de poliestireno de 6,5 um de didmetro
marcadas internamente por una ratio Unico de dos fluorocromos. Sobre estas microesferas
de elevado ratio area:volumen se unen covalentemente las moléculas capturadoras
especificas de los analitos a detectar (oligonucledtidos, antigenos, anticuerpos...) y se
afiaden combinadas en un pocillo de una placa de microtitulaciéon [117]. En este caso, la
reaccion de reconocimiento antigeno-anticuerpo sucede sobre la superficie de las
microesferas y las moléculas detectoras son marcadas mediante una sefial fluorescente
[Figura 1.10A]. Mediante un sistema de laseres y procesado de iméagenes, esta plataforma
permite identificar de forma individual las microesferas y determinar la sefial fluorescente
superficial de las moléculas detectoras sobre cada grupo de ellas. En primer lugar, un
laser de 635 nm de longitud de onda excita los dos fluorocromos que marcan internamente
las microesferas. Estos fluorocromos emiten a dos longitudes de onda distintas, de modo
que identificando la concentracion de cada uno de ellos, la tecnologia permite identificar
la regiéon de microesfera estudiada [Figura 1.10B]. Y, seguidamente, incide sobre las
microesferas un laser de 525 nm de longitud de onda que excita a la ficoeritrina empleada
en el revelado de las moléculas detectoras, recogiendo su emisién como intensidad de

fluorescencia asociada a la region concreta identificada. De esta forma, la tecnologia
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Luminex permite cuantificar la presencia de entre 50 y 500 analitos de forma simultanea
[118, 119] [Figura 1.10]. Los microarrays en suspension presentan una gran
reproducibilidad, una elevada sensibilidad y grandes posibilidades de flexibilizar los
ensayos, seleccionando de forma independiente los analitos a detectar en cada muestra.
Actualmente, los BBMAs se aplican de forma habitual a medicina humana, microbiologia
alimentaria y en deteccion de patdgenos de plantas habiendo mostrado su capacidad de
analisis multiple con la deteccidn simultanea de varios cientos de analitos [120]. Sin

embargo, su aplicacion al area veterinaria es mucho mas limitada.
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FIGURA 1.10| Tecnologia Luminex de microarrays en suspension. A. Esquema del ensayo de
microarray en suspension en formato indirecto para deteccion de anticuerpos especificos frente a un
patdgeno. B. Panel de microesferas resultante de la excitacion de los dos fluorocromos internos.

Adaptada de Luminex corp. [121].
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|. 6. Patologias de interés en ganado porcino

En el presente trabajo de tesis se ha trabajado como modelo con algunas de las
enfermedades méas importantes que afectan al ganado porcino, como son las patologias

digestivas, respiratorias y sistémicas que se describen a continuacion.

1.6.1 Patologias digestivas

La diarrea virica aguda es una enfermedad epizodtica que pone en peligro la
industria porcina con una elevada morbilidad y mortalidad, especialmente entre lechones,
resultando en enormes pérdidas econémicas. Esta patologia se caracteriza por la presencia
de diarrea acuosa, vomitos y deshidratacion. Los agentes que causan mas habitualmente
este tipo de cuadros clinicos son el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV), el virus
de la gastroenteritis transmisible (TGEV), ambos coronavirus porcinos, y el rotavirus
porcino tipo A (PRVA) [122, 123].

Debido a la similitud de los cuadros clinicos que cursan con este tipo de diarrea, la
identificacion del agente causal de la infeccion debe realizarse en el laboratorio a partir
de un diagnostico diferencial [124]. En este trabajo, se han desarrollado nuevos métodos

diagnosticos para la deteccion de uno de los patdgenos implicados en este cuadro: PRVA.
e Rotavirus porcino grupo A (PRVA)

Los Rotavirus constituyen un género dentro de la familia Reoviridae. Su material
genético consta de 11 moléculas de ARN de doble cadena (ARNdSs) que codifican para 6
proteinas estructurales y 5 no estructurales. Las particulas virales tienen un diametro
aproximado de 75 nm y constan de una triple capsida icosaédrica formada por distintas
proteinas estructurales; las proteinas VP1, VP2 y VP3 forman el core del virus
empaquetando el material genético, la proteina VP6 forma una cépsida intermedia y, por
ultimo, las proteinas VP4/VVP7 forman la capa externa de las particulas virales [125, 126]
[Figura 1.11].
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FIGURA 1.11| Rotavirus porcino. A. Fotografia de microscopia electrénica de las particulas

virales de Rotavirus [127] B. Esquema de la particula viral de Rotavirus [128].

En base a la relacidn antigénica de sus proteinas VVP6 estos virus se clasifican en 10
grupos (A-J), siendo los de los grupos A, B y C los mas comunes que aparecen infectando
a humanos y animales, con mayor prevalencia para los rotavirus del grupo A (PRVA)
[126]. A su vez, dentro de los distintos grupos, el genotipado se realiza en base a las
proteinas de la capsida externa en un sistema dual G (VP7) y P (VP4) [125]. Dado que la
proteina VVP6 tiene un papel fundamental en la clasificacion de los rotavirus en grupos,
asi como en la formacién de la particula viral, fue la seleccionada para el desarrollo de

nuevos métodos diagndsticos [129].

1.6.2 Patologias respiratorias

El complejo respiratorio porcino (PRDC, de las siglas en inglés Porcine
Respiratory Disease Complex) es uno de los problemas de salud méas importantes que
afectan a la industria porcina en todo el mundo y es responsable de importantes pérdidas
en este sector [130]. El termino PRDC hace referencia a un cuadro clinico caracterizado
por una disminucion en la ingesta alimentaria, fiebre, tos y disnea en los animales que
lleva a una disminucion del crecimiento y una reduccidn en la eficiencia alimentaria. Su
morbilidad varia entre el 10 y el 70% con una mortalidad entre el 2 y el 20% [131, 132].
Este cuadro clinico esta causado por una combinacion de agentes infecciosos (virus o
bacterias) y factores ambientales y de gestion en las granjas. Desde el punto de vista
infeccioso, este sindrome rara vez se asocia con un nico patégeno, siendo lo mas habitual
encontrar  sobreinfecciones con distintos microorganismos [130-133]. Estos

microorganismos pueden clasificarse en agentes primarios que activan y debilitan los
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mecanismos de defensa del animal (dafios en el epitelio de las vias respiratorias
superiores, el parénquima pulmonar, alteraciones del sistema inmune...), y en agentes
secundarios u oportunistas que se aprovechan de la debilidad del animal para establecer
infecciones secundarias [134]. A pesar de que en la mayoria de los casos los agentes
primarios pueden generar un cuadro clinico de medio a severo en el animal por si mismos,
esta coinfeccion supone el agravamiento de la patologia, pudiendo incluso obtenerse
efectos sinérgicos por la depresion del sistema inmune, alteraciones en la funcionalidad
de los macrdfagos o la respuesta de citoquinas y la obstaculizacion del aclaramiento
mucociliar [134, 135]. Generalmente, los agentes mas habituales que se encuentran en las
granjas causando estas infecciones primarias son el virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRSV), circovirus porcino tipo 2 (PCV2), virus Influenza porcino

(SIV) y Mycoplasma hyopneumoniae [10, 135].
e Virus Influenza porcino (SIV)

Los virus Influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, distinguiéndose
distintos géneros en base a la secuencia génica de los virus. Todos ellos tienen un genoma
formado por 8 moléculas de ARNSss y polaridad negativa (-) que codifica para 11 0 12
proteinas virales. La particula viral estd formada por una membrana bilipidica derivada
de la membrana plasmatica en la que se encuentran una serie de proteinas de membrana:
hemaglutinina (H), neuraminidasa (N) y proteinas de la matriz (M1 y M2). El nucleo del
virus consiste en ribonucleocéapsidas (RNP) helicoidales formadas por el ARN viral
empaquetado con nucleoproteina (NP) [136-139] [Figura 1.12].
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FIGURA1.12| Virus Influenza. A. Fotografia de microscopia electrénica de Influenzavirus A
editada de [140]. B. Esquema de la particula viral, adaptada de York et al., 2019 [141].
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Estos virus se han clasificado dentro de 4 géneros distintos: Influenzavirus A, B, C
y D en base a las proteinas NP y M1, con unos determinantes antigénicos ampliamente
conservados dentro de cada género [142, 143]. De todos ellos, Influenzavirus A o
Alphainfluenzavirus es el de mayor importancia a nivel de salud pablica por su capacidad
de causar tanto epidemias estacionales ampliamente extendidas, como pandemias
originadas por infecciones zoondticas [141]. A su vez, estos virus pueden clasificarse en
subtipos en base a la antigenicidad de sus proteinas de membrana: H (17 isoformas
descritas) y N (9 formas distintas) que pueden combinarse dando paso a distintos subtipos
[138]. Los virus de Influenza porcinos (SIV) que se encuentran actualmente circulando a
nivel mundial son los subtipos de Influenzavirus A: HIN1, H3N2 y HIN2, mostrando
importantes diferencias antigénicas entre continentes incluso dentro de un mismo subtipo
[144, 145]. Para el desarrollo de nuevos tests diagnosticos, en este trabajo se selecciond
la NP de Influenzavirus A, a fin de detectar todas las infecciones provocadas por los

distintos virus Influenza A en ganado porcino.

e Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae es una bacteria perteneciente al género Mycoplasma.
Del mismo modo que otras bacterias de este género, son bacterias pequefias, con un
genoma reducido, carecen de pared celular y son pleiomorficas [146]. Son bacterias
intracelulares que acttan como parasitos, lo que favorece que escapen al sistema inmune,
y aparecen afectando a todo tipo de seres vivos [147]. EI genoma de M. hyopneumoniae
codifica para varias proteinas inmunodominantes entre las que se encuentran: la proteina
citosolica P36; las proteinas de membrana P46, P65y P74; y la adhesina P97, que generan
una respuesta temprana de anticuerpos en los animales [148]. Entre ellas, la proteina P46
aparece como una lipoproteina de superficie altamente especifica de especie y con bajos
niveles de reactividades cruzadas con otros Mycoplasma que pueden aparecen en esta
especie como M. flocculare y M. hyorhinis [149], por lo que fue la seleccionada para el
desarrollo de metodos diagnosticos.
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e Circovirus porcino tipo 2 (PCV2)

Los circovirus porcinos (PCVs) pertenecen al género Circovirus dentro de la
familia Circoviridae. Son virus no envueltos, con una molécula de ADN de cadena
sencilla (ADNSss) circular que se observan como particulas icosaédricas de 15-20 nm. Son
de los virus mas pequefios conocidos capaces de infectar a mamiferos, cuya envuelta se
encuentra formada por la Unica proteina estructural del virus, la proteina de la capsida
(Cap) [150, 151] [Fig. 1.13].

FIGURA 1.13| Circovirus porcino tipo 2. A. Fotografia de microscopia electronica de las
particulas virales de PCV2 [150]. B1. Esquema de la particula viral de PCV2 y B2 de la estructura

tridimensional de la proteina Cap [152].

Actualmente se han descrito hasta 4 grupos de circovirus porcinos: tipo 1 (PCV1),
tipo 2 (PCV2), tipo 3 (PCV3) y tipo 4 (PCV4) [153]. De todos ellos, el Gnico que se ha
relacionado con el desarrollo de un cuadro clinico es el PCV2, cuyas mayores diferencias
con el resto se encuentran en la Cap [150, 154]. Esta proteina de 233-234 aminoéacidos
constituye el homopolimero que forma la cépsida viral. En base a las diferencias
encontradas en el gen ORF2 codificante para la proteina Cap, los PCV2 se dividen en, al
menos, 8 subtipos denominados PCV2a-h que muestran una identidad compartida en esta
proteina del 90%, lo que genera diferencias fenotipicas y de patogenicidad entre los
grupos [154]. Estos subtipos presentan variaciones en cuanto a su prevalencia a lo largo
de los afios. EI PCV2a fue el mas prevalente durante los afios 1990s, tras lo cual, paso a
serlo el PCV2b, con un cambio del genotipo producido alrededor de 2003. La aparicion
del PCV2b en América del Norte y Europa se asocid con ratios de mortandad de hasta el
50 %. Desde 2012, ha aumentado la deteccion del genotipo PCV2d entre la poblacion

porcina, resultado de un cambio de genotipo producido en torno a 2012. Los genotipos
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PCV2cy PCV2e se consideran de importancia menor y los genotipos PCV2f-h no se han
estudiado en tanta profundidad. A pesar de los cambios sufridos durante los afios,
actualmente PCV2a, PCV2b y PCV2d son los mas prevalentes entre la poblacion porcina,
siendo los de mayor significancia clinica a nivel global [155]. Por todo ello, se seleccion6
la proteina Cap de PCV2a como candidata para el desarrollo de nuevos métodos
diagndsticos.

e Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRSV)

PRRSV es un virus perteneciente al género Artevirus dentro de la familia
Acrteriviridae. Es un virus envuelto, cuyo genoma esta formado por una molécula de
ARNSss de polaridad positiva (+). El virién presenta forma esférica u ovalada, con un
didmetro de alrededor 50-60 nm, contiene el material genético empaquetado con proteinas
de la nucleocéapsida (N). Envolviendo este virion se encuentra la membrana con una serie
de glicoproteinas (GP), la proteina de membrana (M) y la proteina de la envuelta (E)

insertadas en la bicapa lipidica [Figura 1.14] [156].

FIGURA 1.14| Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino. A. Fotografia de
microscopia electronica de las particulas virales de PRRSV [156]. B. Esquema de la particula viral de

PRRSV, figura original basada en Kvisgaard, 2013 [157] creada con www.BioRender.com..

Debido a la elevada tendencia a los errores de la ARN polimerasa del virus, PRRSV
ha experimentado grandes procesos evolutivos a lo largo del tiempo llevando a la
aparicion de varias cepas virulentas y una elevada diversidad genotipica.
Originariamente, estos virus se clasificaron en dos genotipos: PRRSV-1 (descrito por
primera vez en Europa) y PRRSV-2 (descrito por primera vez en América), con grandes
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variaciones genéticas incluso dentro del mismo grupo. En las Ultimas revisiones
taxonomicas, las variaciones genéticas descritas entre ambos genotipos han llevado, a que
dichos genotipos se consideren especies independientes [158]. La proteina estructural
mas abundante es la proteina de la nucleocépsida (N), codificada por el marco de lectura
7 (ORF7) [159]. La region codificante de dicha proteina es una de las zonas més
conservadas dentro del genoma del virus con un porcentaje de identidad de amino&cidos
del 96-100 % dentro de aislados PRRSV-2 y del 94-96 % dentro de aislados PRRSV-1.
Sin embargo, al comparar estas identidades entre aislados de PRRSV-1 y PRRSV-2, el
porcentaje cae a un 59-63 % [159]. Varios estudios han demostrado que dentro de esta
proteina se encuentran muchos dominios antigénicos compartidos entre los dos tipos o
distintivos de uno de ellos [159-162], por lo cual esta proteina fue la diana seleccionada

para la puesta a punto de los nuevos métodos diagndsticos.

l.6.3 Otras patologias relevantes en ganado porcino

Ademas de las patologias respiratorias y digestivas descritas anteriormente, en el
presente trabajo de tesis doctoral se ha trabajado con otras patologias de gran interés para
la industria porcina como son la peste porcina africana y la peste porcina clésica, dos
patologias de declaracién obligatoria a la OIE, por las grandes consecuencias econémicas
y sanitarias que provocan en el ganado porcino; la tuberculosis, una importante
enfermedad zoon6tica que afecta a distintas especies animales y a humanos y es endémica
en Espafia y, con motivo de la colaboracién establecida con el instituto Friedrich-Loeffler,
se incorporé al panel de vigilancia la hepatitis E, una nueva enfermedad zoonotica de

interés, poco estudiada, sobre la que es necesario realizar mas estudios en ganado porcino.
e Peste porcina africana (ASF)

La peste porcina africana (ASF del inglés African Swine Fever) es una enfermedad
infecciosa, altamente contagiosa entre la poblacion porcina, caracterizada por el
desarrollo de una respuesta inmune exacerbada que persiste por largos periodos de tiempo
[163]. La infeccion se relaciona con un amplio rango de sindromes clinicos que van desde
una enfermedad asintomatica a fiebres hemorragicas con elevada tasa de mortalidad, que
pueden llegar al 100%, en funcion de la virulencia de la cepa y las caracteristicas

inmunoldgicas del hospedador [164, 165].



Introduccion

La peste porcina africana se describio por primera vez en Kenia en 1921 [166] v,
rapidamente, se extendié a otros paises africanos, europeos y de América central y del
Sur [167]. La enfermedad fue erradicada exitosamente de estos territorios a excepcion de
Cerdefia y algunos paises sub-saharianos donde sigue siendo endémica [168]. En abril de
2007, la enfermedad se extendié del este de Africa a la Republica de Georgia y se extendid
por la region del Caucaso, Rusia y Europa del este, donde el virus ha continuado
circulando, registrandose una notificacion continua de casos sobre todo en los paises de
Europa del este [169-171]. En agosto de 2018 la enfermedad se notificé por primera vez
en China, transmitiéndose rapidamente por los paises vecinos. A finales de septiembre de
2019 se habian notificado casos en casi todos los paises del sudeste asiatico y, lejos de
controlar la infeccion por este virus, en 2020 se notifico el primer caso de ASFV en
Alemania, junto a la frontera con Polonia, reforzando las advertencias de la FAO ante el
incremento de notificaciones sobre el peligro de la transmision del virus [169, 170, 172,
173].

La enfermedad esta causada por el virus de la peste porcina africana (ASFV), que
es el unico miembro de la familia Asfarviridae [174]. Su genoma esta formado por una
molécula de ADN de doble cadena (ADNds) que codifica para 150-167 polipéptidos
distintos [124]. Este virus envuelto de 200 nm de diametro consta de mas de 68 proteinas
estructurales, que se organizan en distintas capas: (1) el core esta formado por el nucleoide
y una densa capa proteica que lo empaqueta, (2) la envuelta interna que consta de dos
bicapas lipidicas y deriva del reticulo endoplasmatico, (3) rodeando a ésta aparece la
capsida, cuyo componente mayoritario es la VP72 y, por ultimo, (4) la envuelta externa,

una bicapa lipidica derivada de la membrana plasmatica [175-177][Figura 1.15].

Envuelta
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FIGURA 1.15| Virus de la peste porcina africana. A. Fotografia de microscopia electrénica de
ASFV [173]. B. Estructura de la particula viral del ASFV. Adaptada de Freitas et al., 2018 [178].
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Dada la gran complejidad de este virus, a lo largo de los afios se han propuesto
diversas proteinas como candidatas para el diagnostico de la enfermedad [173, 176, 177].
La primera proteina que se describié como candidata al diagnéstico fue la VP72. Mas
adelante se identificaron las proteinas p30 (VP30) y p54 (VP54), por ser altamente
antigénicas durante la infeccion, y mas recientemente se ha propuesto como candidata la
poliproteina pp62 [177, 179]. ASFV no es un virus altamente variable, las diferencias en
tamafo de su genoma se deben principalmente a la ganancia o pérdida de marcos de
lectura no esenciales o a variaciones en las regiones repetidas en tandem. La clasificacion
en genotipos se realiza en base a la proteina VP72 [174]. Ante la gran complejidad
antigénica de este virus, en este trabajo se han empleado dos dianas, las proteinas VP72
y VP30, para el diagnostico de la enfermedad a través de distintas estrategias. La
seleccidn de estos antigenos se realizo por ser las proteinas mas inmunogeénicas del virus
y las dianas empleadas habitualmente en la deteccion de anticuerpos [171, 177, 179].
Hasta la fecha, no se ha conseguido desarrollar una vacuna eficaz, de modo que la

deteccidn de anticuerpos es un indicador directo de la infeccion por el ASFV.

e Peste porcina clasica (CSF)

La peste porcina clasica (CSF, de las siglas en inglés Classical Swine Fever) es una
enfermedad altamente contagiosa del ganado porcino que se manifiesta clinicamente de
una forma indistinguible a la peste porcina africana. Se presenta con distinta
sintomatologia, que puede ser inaparente o dar lugar a cuadros agudos que terminan con
la muerte del animal, dependiendo en gran medida de la virulencia de la cepa y la
susceptibilidad del hospedador [180, 181].

Esta enfermedad se describi6 por primera vez en Ohio, EEUU, en 1833 [182] y se
expandio a otros paises de América y Europa en pocos afios [183]. Tras el desarrollo de
una vacuna efectiva y la aplicacion de estrictos programas de control, la enfermedad fue
erradicada de muchos paises, aunque sigue teniendo un importante impacto en Asia,
Europa del este, y muchos paises de América central y del Sur [184, 185]. En los Gltimos
afios se han producido brotes en algunos paises de Europa del Este, Mongolia, Rusia,
Corea del Sur, Japon, Brasil y Colombia debido a la reintroduccion a través de jabalies
salvajes [170, 180].



Introduccion

El agente causal de esta patologia es el virus de la peste porcina clasica (CSFV),
perteneciente al género Pestivirus dentro de la familia Flaviviridae. Su material genético
estd formado por una molécula de ARNSss y polaridad positiva [181]. Es un virus envuelto,
formado por cuatro proteinas estructurales: la proteina del core (C) que encapsula el
material genético y tres glicoproteinas de envuelta: E1, E2 y E™ también denominada EO
[186, 187] [Figura 1.16].
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FIGURA1.16 | Virus de la peste porcina clasica. A. Fotografia de microscopia electronica de
CSFV. B. Esquema de la particula viral de CSFV, adaptada de Beer et al., 2007 [187].

De todas las proteinas estructurales, la proteina E2 es la mas inmunogénica y juega
importantes papeles dentro del ciclo viral. La E2 es capaz de producir anticuerpos
neutralizantes y es una proteina altamente conservada dentro del género, lo que genera
un alto nivel de reactividades cruzadas con otros Pestivirus como BVDV y BDV (de sus
siglas en inglés Bovine Viral Diarrhea Virus y Border Disease Virus, respectivamente)
[188, 189].

Por el impacto que tanto ASFV como CSFV tienen sobre el ganado porcino, y las
consecuentes pérdidas econdmicas, la infeccion por ambos virus es de notificacion
obligatoria a la OIE. Teniendo en cuenta la imposibilidad de diferenciar por anlisis
clinico o post-mortem estas dos enfermedades, asi como la alta probabilidad de encontrar
a ambos virus circulando por las mismas zonas geograficas, se hace evidente la necesidad
de disponer de herramientas de laboratorio para el diagnostico diferencial. A dia de hoy
esta diferenciacion se hace a través de diagnostico directo por RT-PCR [190, 191] o

indirecto a través de la deteccidn especifica de anticuerpos [192].
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e Tuberculosis (TB)

La tuberculosis (TB) es una importante enfermedad zoonotica causada por las
bacterias pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis (MTC), que son
capaces de infectar a un amplio rango de mamiferos [193]. Dentro de las bacterias de este
complejo se incluyen diversas bacterias pertenecientes al género Mycobacterium como
Mycobacterium bovis, M. tuberculosis y el complejo de M. avium [194]. En porcino, la
infeccion suele estar provocada por M. bovis en aquellos paises con alta incidencia de TB
bovina. La infeccion se produce principalmente por via oral debido a la ingesta de leche
0 productos lacteos de una vaca infectada o fecal-oral, pudiendo afectar tanto a cerdos
como a jabalies salvajes. Una vez dentro del organismo, las bacterias evaden la respuesta
inmune y su eliminacion, al residir dentro de los macrofagos [195]. La infeccion puede
cursar de forma localizada sin sintomas clinicos, o puede ir generando una enfermedad
cronica debilitante caracterizada por la formacion de granulomas nodulares o tubérculos
en los nodos linfaticos, pulmones, intestinos, higado, bazo, pleuray peritoneo. En muchos
casos, esta infeccion en porcino cursa de forma asintomatica y no necesita tratamiento, lo
que les convierte en reservorios [196, 197]. Las lesiones provocadas por las distintas
bacterias del MTC son indistinguibles por andlisis post-mortem, de modo que la

evaluacion de laboratorio es imprescindible para el diagnostico diferencial [198].

Debido al alto impacto que la TB tiene en distintas industrias y a su papel zoonético,
la TB bovina es una enfermedad de declaracién obligatoria a la OIE y, como tal, ha sido
sometida a estrictos programas de erradicacion en la Unidn Europea durante muchos afios.
A pesar de los esfuerzos, sigue siendo endémica en muchos paises y su prevalencia ha
aumentado incluso durante los Gltimos afios. En Espafia la TB tiene gran importancia
debido a la alta prevalencia en especies salvajes (jabalies y ciervos) susceptibles de
infectarse y actuar como vectores, lo que hace que la enfermedad no haya sido erradicada,

mostrando una incidencia especialmente elevada en el sur de la peninsula [193, 195, 199].

Las mycobacterias son un grupo de bacilos aerobios Gram-positivos y no
esporulados capaces de vivir durante largos periodos de tiempo en diversos hospedadores
0 en el ambiente. Presentan en su superficie una serie de proteinas susceptibles de ser
antigénicas entre las cuales las proteinas MPB83 y MPB70 son las serodominantes como
se ha mostrado en multiples estudios [200-202]. Durante los Gltimos afios, algunos

estudios han mostrado que los inmunoensayos basados en un Unico antigeno pueden
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mostrar una reduccion en la sensibilidad diagndstica debido a la diversidad de organismos
que causan esta infeccion [202].

e Hepatitis E

La hepatitis E se descubrio en 1983, tras estudiar un brote de 1978 de hepatitis
transmitida por el agua que se detect6 en 200 pueblos en el valle de Kashmir, India,
afectando a humanos. Los pacientes mostraban signos clinicos compatibles con la
infeccion causada por el virus de la hepatitis A (HAV), pero no mostraban anticuerpos
frente al HAV ni frente al virus de la hepatitis B (HBV) [203]. Al igual que en las hepatitis
causadas por HAV, la via de transmision es principalmente fecal-oral por aguas
contaminadas y causa una enfermedad autolimitada que, en la mayoria de los pacientes
dura unas semanas. La mayor parte de las infecciones (>95 %) cursan de forma
asintomatica, pero también pueden aparecen cuadros de ictericia, hepatitis cronica en
pacientes inmunodeprimidos o enfermedades agudas fulminantes, mostrando ratios de
mortalidad mayores que la hepatitis A que pueden llegar al 20 % en mujeres embarazadas
[204-206]. Actualmente, la infeccion causada por el HEV supone un importante problema
de salud publica en muchas partes del mundo siendo responsable del 3,3 % de la
mortandad provocada por hepatitis a nivel mundial. Aunque el virus se encuentra en todo
el mundo, su impacto es mucho mayor en los paises con menores recursos, por su menor

acceso a agua y sistemas sanitarios [207].

La primera cepa de HEV animal se identifico en Estados Unidos en 1997 infectando
a cerdos [208] y actualmente se sabe que esta presente en todos los paises del mundo.
Desde ese momento, se han identificado varias cepas capaces de afectar a estos animales,
asi como en mas de una docena de otras especies, entre las que se encuentran ciervos,
camellos, conejos, roedores y aves [206]. Actualmente, la hepatitis E es reconocida como
una enfermedad zoonGtica emergente altamente prevalente en todo el mundo. No se
conocen de forma segura todos los posibles hospedadores ya que en muchos casos genera
una patologia indetectable en los organismos infectados, lo que dificulta el desarrollo de
sistemas de vigilancia efectivos [209].

El HEV pertenece al género Orthohepevirus dentro de la familia Hepeviridae,
aunque el creciente numero de cepas identificadas hace que la clasificacion taxonémica
sea muy cambiante. Su genoma esta formado por una molécula sencilla de ARN (ARNSS)

de polaridad positiva. Este virus muestra la peculiaridad de ser capaz de aparecer tanto
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como virus envuelto de 27-30 nm de diametro formado por una capsida codificada por el
marco de lectura 2 (ORF2) del virus, como asociado a lipidos y a la proteina codificada
por el ORF3 formando una estructura cuasi-envuelta de unos 39 nm al circular por el
torrente sanguineo, lo que favorece la evasion del sistema inmune [205, 209, 210][Figura
1.17].

HEV-ORF2

A Cuasi envuelta HEV-ORF3

FIGURA 1.17| Virus de la hepatitis E. A. Fotografia de microscopia electronica mostrando las
particulas no envueltas (flecha negra) y cuasi-envueltas (flechas vacias) de HEV. Esquema de la

estructura de las particulas virales de HEV no envueltas (B) o cuasi-envueltas (C) [210, 211].

El analisis molecular del genoma de estos virus ha llevado a su clasificacion en
genotipos, entre los que los mas relevantes son HEV1-4. Mientras que los genotipos
HEV1 y HEV2 solo se transmiten entre humanos, los genotipos HEV3 y HEV4 se
transmiten también de forma zoondtica desde reservorios animales. Los cerdos
domésticos y jabalies salvajes son los mayores reservorios de estas dos cepas virales, con
una seroprevalencia que varia entre 23 % - 100 % [212]. Los analisis genéticos llevados
a cabo dentro de la proteina de la capsida (ORF2) han revelado una similitud entre los
genotipos 1-4 del 85 % y se han identificado dentro de ella epitopos lineares y
conformacionales [211], lo que la convierten en buena candidata para el desarrollo de

ensayos diagnosticos.
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1. Objetivos

En un mundo con una elevada movilidad, interdependiente e interconectado, la
transmision de enfermedades infecciosas se ve facilitada, aumentando su velocidad de
transmision y, por tanto, convirtiéndolas en importantes amenazas, tanto para la salud
publica como para la seguridad de las grandes explotaciones ganaderas. En concreto, para
la industria porcina, las enfermedades infecciosas provocan unas elevadas pérdidas
econdmicas a consecuencia tanto de su impacto directo, como de los costes indirectos que
generan. Para tratar de minimizar este impacto, la vigilancia epidemiolégica y la

disponibilidad de métodos diagnosticos precisos son unas herramientas imprescindibles.

Asi, el objetivo principal del presente trabajo de tesis es ampliar las herramientas
disponibles y complementar las necesidades identificadas dentro del area diagnostica para
la industria porcina. Para ello, se ha acudido al disefio, puesta a punto y evaluacion de
nuevos ensayos de diagnostico rapido y especifico, que permitan la deteccion individual
o conjunta de los principales patogenos de interés econémico que afectan al ganado

porcino, mediante métodos de diagnostico directos e indirectos.

Obijetivos especificos:

1. Disefio, desarrollo y evaluacién de ensayos basados en aptameros para la
deteccidn directa de patdgeno en muestras digestivas empleando como modelo el

Rotavirus porcino tipo A.

2. Disefio, desarrollo y evaluacion de ensayos basados en aptameros para la
deteccion directa de patdgeno en muestras respiratorias, empleando como modelo
los agentes causales que causan infeccion primaria en el complejo respiratorio

porcino.

3. Obtencion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales para el disefio de
métodos diagnosticos directos e indirectos empleando como modelo el virus de la

peste porcina africana.

4. Disefio, desarrollo y validacion de ensayos multiples empleando la plataforma de
microarray en suspension, para la vigilancia de enfermedades de interés

epidemioldgico en el sector porcino.
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[11. Materiales y metodos

Il. 1. Materiales

111.1.1  Virus

» Rotavirus Porcino tipo A (PRVA) obtenido de la Coleccion americana de
cultivos tipo (ATCC, American Tissue Culture Collection), VR-893™,

» Circovirus porcino tipo 2 (PCV2) aislado PCV2/USA/MN-081/2007 (genotipo
PCV2a).

» Influenza tipo A subtipo HIN1 cepa A/Puerto Rico/8/1934 proporcionado por
la Dra. Amelia Nieto (Centro Nacional de Biotecnologia (CNB), Madrid,

Espafia).

» Baculovirus parentales derivados del nucleopoliedrovirus madaltiple de
Autographa californica (AcMNPV) en los que el gen de la poliedrina fue
reemplazado con el gen lacZ que codifica la proteina f-galactosidasa (genoma
BacPAKG). Asi como baculovirus recombinantes derivados de esos parentales
en los que el gen lacZ se reemplazé por el gen codificante de los antigenos de
interés, realizando la seleccion en base a la capacidad de degradar X-Gal y

generar coloracion (clones no transformados) o no (clones transformados).

I11.1.2 Bacterias

Para la multiplicacién y purificacién de plasmidos modificados se emplearon las

cepas de Escherichia coli:

» Machl™-T1®. Genotipo: F ¢80(lacZ)AM15 AlacX74 hsdR(rK - mK +)
ArecA1398 endA1 tonA.

» DHb5a. Genotipo: F~ ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl.

» JM109. Genotipo: F’ traD36, proAB, laglqgZAM15 endAl, recAl, gyrA96, thi,
hsdR17 (rk—, mk+), relA1, supE44, A( lac-proAB).
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Para la obtencion de proteinas recombinantes, la cepa empleada de E. coli fue:

» BL21-Al, con genotipo: F— ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm araB:: T7TRNAP-

tetA.
I11.1.3 Lineas celulares
> Linea celular Sf9, establecida a partir de células de ovario, organismo

11.1.4

Spodoptera frugiperda; clon 9 (ATCC® CRL-1711™). Empleada para la
obtencion de baculovirus recombinantes y para la expresion de proteinas

recombinantes de forma intracelular.

Linea celular Sf900, variante de Sf9 adaptada al crecimiento en medio sin
suero. Empleada para la expresion de proteinas recombinantes de forma

extracelular.

Linea celular MA104, establecida a partir de células epiteliales de rifidn,
organismo Caercopithecus aethiops de etapa embrionaria. Empleada para

la amplificacion del indculo de PRVA.

Linea celular MDCK, establecida a partir de células epiteliales de rifidn,
organismo Canis familiaris. Empleada para la amplificacién del in6culo de

Influenza A.

Linea celular VERO, establecida a partir de células epiteliales de rifidn,
organismo Caercopithecus aethiops de etapa adulta. Empleada para la
amplificacion de PCV2

Linea celular Sp2/0-Agl4, establecida a partir de células de hibridoma
obtenidas de la fusion de un linfocito B y una célula de mieloma, no secretor
de Ig, organismo Mus musculus. Empleada para la obtencion de lineas de

hibridoma.

Animales de experimentacion

En la obtencion de anticuerpos monoclonales se emplearon hembras de ratones

BALB/c de edad comprendida entre las 8 y 12 semanas.
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I11.1.5 Medios de cultivo

I11.1.5.1 Medios de cultivo para bacterias

» Medio Luria-Bertani (LB) [213] preparado a partir de solucion comercial
(240210, DIFCO). Para la preparacién de placas, se afiadio bactoagar antes
de la esterilizacion a una concentracion final de 15 g/l. Tras la esterilizacion,
se afladieron los antibioticos necesarios sobre el medio atemperado (40-50
°C) a 100 pg/ml de ampicilina (Amp) o 50 pg/ml de espectinomicina (Spc)

segun corresponda.

» Medio superoptimo con represion por catabolito S.0.C. (15544034,

Invitrogen).

I11.1.5.2 Medios de cultivo para células de insecto

» Medio minimo Grace (11605-086, Gibco) suplementado con suero fetal
bovino al 5 % (v/v), plurénico P-68 al 0,2 % (p/v) y gentaminicina a 50

pg/ml para el cultivo de células Sf9.

> Medio Sf-900™ 1I SFM 1X (10902-088, Gibco) suplementado con
plurénico P-68 al 0,2 % (p/v) y gentamicina a 50 pg/ml para el cultivo de
celulas Sf900.

I11.1.5.3 Medios de cultivo para células de mamifero

» Medio DMEM con 4,5 g/l glucosa y piruvato (41966-052, Gibco)
suplementado con un 5% (v/v) suero fetal bovino descomplementado por

incubacion a 56 °C durante 30 min y antibidticos.

» Medio de crecimiento de virus: DMEN, 8 pug/ml tripsina pancreética bovina

y antibioticos.

» Medio hibridoma: Hybridoma-SFM (12045-076, Gibco) suplementado con
5 % (v/v) suero fetal bovino descomplementado y antibidticos.

» Suplemento HAT 50X (21060017, Gibco)
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I11. 1.6  Anticuerpos monoclonales

Al inicio de esta tesis doctoral, en Ingenasa se disponia de una amplia bateria de
anticuerpos monoclonales frente a muchos de los patogenos estudiados en el presente
trabajo. En la Tabla I11.1 se recogen las caracteristicas principales de todos los anticuerpos

empleados.

TABLA I111.1 | Caracteristicas principales de los AcMs empleados en el presente trabajo

Patdgeno Hibridom_a/ Casa_ Isotipo Especificidad
Referencia comercial
PRRSV 1AC7 Ingenasa ~ 1gGaa N (PRRSV-ly
PRRSV-II)
36A9 Ingenasa 19G2a Cap
PCV2
33H4 Ingenasa IgG1 Cap
3DHG6 Ingenasa IgG1 NP
Influenza A
3CG5 Ingenasa lgG2b NP
M. 1B9H1 Ingenasa IgG1 P46
hyopneumoniae 3G7H1 Ingenasa IgG1 P46
1JF10 Ingenasa IgG2a VP6
PRVA
1GH5 Ingenasa 19G2a VP6
M. bovis 83CA3 Ingenasa IgG1 MPB83
ASFV 17LD3 Ingenasa IgG2a VP72
CSFV 14E11 Ingenasa lgG1 E2
-- 1BH7 Ingenasa IgG1 Fc 1gG porcino
-- 3H11 Ingenasa IgG1 GST
- MA1-21315 Invitrogen 1gG2b 6xHis
- SG253594 Slgma- AcppA Anti-Fe raton
Aldrich
- A3562 Thermo- — Acppo Anti-Fe raton
Fisher

*PA, Fosfatasa alcalina. PO, Peroxidasa.
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[11.1. 7 Oligonucleotidos

I11.1.7.1 Cebadores especificos

Los oligonucledtidos que se emplearon como cebadores en la amplificacion de los
genes de interés se disefiaron en base a las secuencias codificantes de las distintas
proteinas obtenidas de GenBank. La temperatura de anillamiento (Tm) para la posterior
reaccion en cadena de la polimerasa se determind en base a los cebadores disefiados
(Tabla I11.2). En cursiva se muestras las ediciones incorporadas para el proceso de clonaje
de los genes (dianas de restriccion) y subrayadas las ediciones para la expresion de las
proteinas de interés (péptido de fusién de 6 histidinas, 6xHis).

TABLA 111.2 | Cebadores especificos empleados en la PCR de los genes de interés

Protein No .
oteina de acceso Cebador directo Cebador inverso
(Patogeno) de GenBank
VP6 S ATG GAG GTT CTG TAC 5°-TTA TCA CTT AAT CAA
KR052760.1 ) CAT GCT TCT AAT GGA
(PRVA) TCATTG TCA AAA-3’
AGC TAC-3’
5°-ATG CAC CAT CAC CAT
NP CAC CAT GGG TCT CAA 5-TCA ACT GTC ATACTC
MH085233.1 — CTC TGC ATT GTC TCC
(SIV) GGC ACC AAA CGA TCA
GAA GAA-3’
TAT GAA-3’
Cap 5" ATG ACG TAT CCA 5°- TTA GGG TTT AAG TGG
KT868176.1  AGG AGG CGT TAC CGC GGG GTC TTT AAG.S:
(PCV2) AGA3’
P46 (M. AV 496280.1 5°-ATG AAA AAA ATG CTC  5-ATT GAT GTT TTT ACC
hyopneumoniae) ' CGT AAAAAATTTCTC-3> CTG GAC-3’
VP30 "CGCCGATCCATGGAT  , CG CTC GAG TTA AAA
MG596498.1 TTT ATT TTA AAT ATA ’
(ASFV) o CAT TAA ATG TAG GTG-3

I11.1.7.2 Cebadores generales

GW1. 5’>-GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC-3’

GW2. 5’- GTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA-3’

T7.5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’

T7 reverso. 5°-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’
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M13. 5>-GTAAAACGACGGCCAG-3’
M13 reverso. 5’>-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
F3.5-GCGGATGAAGACTGGTGT-3"

R3.5-GTTGCTCGTATTTAGGGC-3"

I11.1.8 Plasmidos

En la tabla 111.3 se recogen las principales caracteristicas de todos los plasmidos

empleados para la expresion de los antigenos recombinantes de interés obtenidos.

TABLA 111.3| Caracteristicas de los plasmidos de expresion empleados

Plasmido Promotor Sistema expresion  Expresion Péptido de fusién
pDEST14 T7 Escherichia coli Intracelular Ninguno
o GST
pDEST15 T7 Escherichia coli Intracelular _ )
(amino-terminal)
o ] 6xHis
pDEST17 T7 Escherichia coli Intracelular _ ]
(amino-terminal)
o _ SUMO-6xHis
pET28a-SUMO T7 Escherichia coli Intracelular _ )
(amino-terminal)
o ] 6xHis
PACHLTA/GW* Poliedrina Baculovirus Intracelular ) )
(amino-terminal)
pBacPAK8/GW* Poliedrina Baculovirus Intracelular Ninguno
PAcGP67/GW*  Poliedrina Baculovirus Extracelular Ninguno

*Plasmidos modificados en Ingenasa con el casete de recombinacion in vitro para

su aplicacion en el sistema Gateway.

I11.1.9  Aptameros

Para la seleccion de aptdmeros se partio de una biblioteca inicial de moléculas de
ADN de 76 nt de longitud (RND40) obtenida de forma sintética. Estas moléculas

constaban de dos regiones flanqueantes de secuencia conocida; F3 y R3, y una region de
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40 nucledtidos  centrales  aleatoria: 5’-GCGGATGAAGACTGGTGT-(40N)-
GCCCTAAATACGAGCAAC-3’ (IBA Lifescience, Gotinga, Alemania). Los aptameros
marcados mediante distintas modificaciones (biotina 0 NH-C6) se obtuvieron por sintesis

quimica de la casa comercial IBA.

Los aptdmeros se estructuraron en PBS, 1 mM MgCl, mediante incubacion durante
10 min en termobloque a 95 °C seguido de otros 10 min de incubacion en hielo v,

posteriormente, se mantuvieron a la temperatura de uso hasta su utilizacion.

I11. 1. 10 Reactivos, soluciones y tampones

En la tabla 111.4 se recogen las especificaciones de los reactivos comerciales

empleados en el presente trabajo.

TABLA I11.4| Reactivos comerciales empleados

Nombre Especificaciones

ABTS Sustrato ABTS, Neogene (310177)

Actilamida Las soluciones para la preparacion de los geles de
poliacrilamida fueron adquiridas a PanReac AppliChem

Inhibidores de proteasas Coctel de inhibidores de proteasas cOmplete, Merck

JetPEI ® Reactivo de transfeccion 101-10N, Polyplus

Lisonasa Lysonase™, Merck

Microesferas magnéticas Microesferas MagPlex®, Luminex

Resina de glutation GST GraviTrap, GE Healthcare

Resina de niquel (Ni*) His GraviTrap, GE Healthcare

Resina de purificacion de | rProtein A and rProtein G Sepharose 4 FF, GraviTrap

anticuerpos Columns, GE Healthcare

Resina para inmobilizacion Sepharose 4 NHS fast flow, GE Healtcare

Sarcosilo lauroil sarcosinato de sodio, Sigma L5125-50G

Tetrametil bencidina (TMB) | Enhanced K-Blue® TMB Sustrato, Neogene

Tripsina Enzima TrypLE™ Express 1X, rojo fenol, Gibco 12605028
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TABLA I11.5| Soluciones y tampones

Nombre Especificaciones

Acetato sodico Acetato sodico 3 M, pH 5,2

2,5 g/l de PhastaGel™ Bleu R en una solucién 4,5:4,5:1 de
agua:metanol:acido acético

Azul de Coomassie

Electrolito para SDS-

25 mM Tris, 192 mM Gilicina, 1 % (p/v) SDS, pH 8,9
PAGE

140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KHzPO4, 8,1 mM
NazHPO4, pH 7,4

PBS

PBST PBS suplementado con 0,05 % (v/v) Tween 20

Soluciones de plaqueo de AND sciSPOT Oligo B1 y sciSPOT

SciSPOT _ o

Oligo B2, Scienion
Solucidn de destefiido Solucidn al 72:20:8 de agua:metanol:acido acético
Solucion de tincion PBS, rojo neutro y X-Gal

Solucién de transferencia | 0,25 M Tris, 1,92 M Glicina

50 mM Borato sédico, 50 mM NacCl, 1 % (v/v) Nonident P40,

Tampon borato ) o
0,5 % (v/v) deoxicolato sodico, 10 mM TCEP

Tampon carbonato 15 mM COzsNaz, 35 mM COs3HNa, pH 9,6

Tampén cloruro de | 50 mM Tris-HCI, 5 % (v/v) glicerol, 4 M Cloruro de

guanidinio guanidinio, pH 8,0

Tampon de acoplamiento | 0,2 M NaHCOs, 0,5 M NaCl, pH 8,3

Tampon de almacenaje o
) PBS, 1 % (p/v) BSA, 0,05 % (p/v) azida sodica
microesferas

Tampon de  bloqueo | PBS, 2,5 % (p/v) BSA, 0,1 % (v/v) Tween20, 10 % (v/v)

inmunofluorescencia suero de cabra

Tampén de carga acidos
) 0,25 % (p/v) azul de bromofenol, 40 % (p/v) sacarosa
nucleicos (6X)

80 mM Tris-HCI (pH 6,8), 5 % (v/v) B-mercaptoetanol, 2 %
(p/v) dodecil sulfato sddico (SDS), 10 % (v/v) glicerol, 0,01 %

(p/v) azul de bromofenol

Tampon de carga proteinas
(5X)

Tampoén de dialisis | 10 mM Tris HCI, 0,05 mM EDTA, 0,1 mM TCEP y 0,06%
fraccion insoluble (v/v) sarcosilo, pH 8
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Tabla I11.5 (continuacion) | Soluciones y tampones

Nombre

Especificaciones

Tampoén de dialisis

purificacion por AcM

20 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, pH 8,8

Tampon de ensayo

PBS, 0,35 M NaCl, 0,05 % (v/v) Twen20, 0,05 % (v/v) Kathon

Tampon de lavado acido

0,1 M Tris-HCI, pH 8,5

Tampdn de lavado bésico

0,1 M Acetato sodico, 0,5 M NaCl, pH 4,0

Tampodn de lavado ELISA

PBS, 135 mM NacCl, 0,05 % (v/v) Tween20, 0,005 % (v/v)
Kathon

Tampoén de lavado

inmunofluorescencia

PBS, 0,25 % (p/v) BSA, 0,1 % (v/v) Tween20

Tampon de lavado fraccion

celular insoluble

50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP, 0,5 mM EDTA,
5 % (v/v) glicerol, 0,1 % (v/v) Triton X-100, pH 8

Tampon de resuspension

50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 1 mM TCEP, 0,5 mM EDTA,
5 % (v/v) glicerol, pH 8

Tampon de urea

50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 1 % (v/v) Triton X-100, 8 M
Urea, 0,5 % (v/v) SDS, 1 mM B-mercaptoetanol, pH 7,5

Tampon NET

10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM
MgSOQOqs, pH 7,4

Tampén TAE

40 mM Tris, 20 mM &cido acético, 1 mM EDTA, pH 8,4

Tampon fosfatasa alcalina

100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl., pH 9,5

Consumibles: Placas adherentes para cultivo celular (P100, T-25, T-75, T-150),
CELLine (Sigma), placa de microtitulacion NUNC A/S, placas de microtitulacion

Stripwell™ Microplate High Binding Polyestyrene (Costar), placas de estreptavidina
Pierce Streptavidin Coated Plates (ThermoFisher), Rapid DNA Ligation kit (Roche),
SuperScript® One-Step RT-PCR with Platinum® Taq (Invitrogen™), AccuPrep® PCR

Purification kit

(Bioneer),

AccuPrep® Gel Purification kit (Bioneer),

pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen), PureLink Quick Plasmid Miniprep
Kit (Invitrogen), Rapid DNA Ligation kit (Roche) y The Original TA Cloning kit

(Invitrogen)

Los reactivos necesarios para la preparacion de los tampones y soluciones descritos

fueron adquiridos de las casas comerciales: Merck, Sigma y Panreac.
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I11. 1. 11 Muestras bioldgicas

I11.1. 11. 1 Muestras digestivas porcinas

Para la evaluacion del ensayo de deteccion de antigeno de Rotavirus porcino se

emplearon 20 muestras de heces cedidas por el Centro de Investigacion en Sanidad

Animal IRTA-CReSA (Universidad Auténoma de Barcelona, Espafia) previamente

caracterizadas mediante RT-PCR como 10 positivas a PRVA y 10 negativas.

I11. 1. 11. 2 Muestras del tracto respiratorio porcinas

Para la deteccidn de antigeno de los principales agentes causantes del complejo

respiratorio porcino, se trabajé con muestras de campo procedentes del Centro de

Investigacion en Sanidad Animal IRTA-CReSA (Universidad Autdnoma de Barcelona,

Espafia) y del Centro Tecnoldgico Agroalimentario — Pozoblanco CICAP (Cérdoba,

Espafia) previamente caracterizadas en dichos centros mediante RT-gPCR o gPCR. La

caracterizacion de las muestras se recoge en la tabla I11.6.

TABLA 111.6 | Muestras porcinas de patégenos respiratorios

Positivas por

Negativas por

Patogeno Total | Tipos de muestras
(RT)-gPCR (RT)-gPCR
SIv 118 53 171 Hisopos nasales
Hisopos
traqueobronquiales
Mycoplasma
) 144 14 158 y lavados
hyopneumoniae
broncoalveolares
(BALF)
Sueros, hisopos
PCV2 36 25 61 traqueobronquiales
y salivas
Sueros, hisopos
traqueobronquiales,
PRRSV 179 51 230 lavados

broncoalveolares
(BALF) y salivas
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I11. 1. 11. 3 Muestras de suero porcinas

Para todas las patologias ensayadas se disponia de sueros de referencia tanto positivos
como negativos que se usaron en las primeras fases de la optimizacion de ensayos,
recogidos en la siguiente tabla. Las muestras de suero empleadas en la optimizacion de los

ensayos multiples [Tabla I11.7].

; Muestras Muestras .
Patogeno . ) Total Origen de las muestras Ref.
positivas negativas

Suero de referencia ASFV.
proporcionado por el laboratorio de
referencia europeo de ASFV
(EURL). Caracterizado por el
ELISA de referencia de la OIE

ASFV frente a la cepa BA71

Infeccion experimental. Instituto
185 + 11 dudosas 137 322 o o ) ) [214]
Pirbright, Pirbright, Reino Unido

Infeccion experimental. Instituto

13 1 14 Friedrich-Loeffler (FLI),
Greifswald, Alemania
ASFV/ Granjas espariolas libres de ASFV 'y
253 253
CSFV CSFV
Suero de referencia CSFV. Centro
CSFV 1
de referencia de la FAO, FLI.
6 (otros
23 Pestivirus) + 30 Infeccion experimental. FLI [192]
1 (negativo
CSFV (neg ) i i i
Infeccion experimental con varios
17 29 46 Pestivirus que habitualmente

exhiben reactividades cruzadas. FLI
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Muestras Muestras
Patogeno clasificadas clasificadas Total Origen de las muestras Ref.
como positivas como hegativas
Suero de referencia M. bovis.
1 Instituto superior de sanidad
(Roma, Italia)
. Cerdos Nebrodi criados en
M. bovis N ) )
30 76 106 semilibertad. Instituto superior de
sanidad (Roma, Italia)
51 (cerdos) + 25 Experimentales. Instituto de
9 (cerdos) + 25 L
(rayones) + 30 (jabalies) 140 Investigacion en Recursos [215]
abalies
(jabalies) Cinegéticos (Ciudad Real, Espafia)
Mezcla de sueros obtenidos en
1 infecciones experimentales a 94
PRRSV dias post-infeccion
Sueros porcinos de campo,
90 90 180 campafias de vacunacion.
Laboratorio GSP (Lleida, Espafia)
Suero porcino obtenido de campo.
HEV 1
FLI
) Suero porcino comercial (Gibco,
Negativo 1
26250084)
Cerdos de granjas alemanas.
Varios No caracterizado | No caracterizado 941 Instituto de virologia diagndstica,

62

FLI
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1. 2. Métodos

I[11.2.1 Manipulacién de lineas celulares y virus

I11.2.1.1 Propagacién de células de mamifero

Las células MA104, MDCK, VERO y SP2 se cultivaron en adherencia empleando
placas P100 estériles de plastico tratado y medio DMEN completo. Se afiadieron 12 ml
de una suspension celular de baja densidad (aproximadamente 1x10° células/ml, cel/ml)
y las células se cultivaron a 37 °C en una atmosfera controlada de aire con un 8 % (v/v)
de CO: hasta observar confluencia del 100 % por microscopia Optica. Las células se
desprendieron por pipeteo o tripsinizacion (10 min incubacion a 37 °C con tripsina) y los
cultivos se amplificaron realizando una dilucion 1:3 de las células contenidas en la placa

confluente en cada pase.

El almacenamiento de células se realizo resuspendiendo las células en su medio de
crecimiento suplementado con un 10 % (v/v) de DMSO (dimetilsulféxido). Las células
se congelaron a —70 °C durante un minimo de 16 hy, transcurrido ese tiempo, se pasaron

a nitrogeno liquido, donde se mantuvieron durante largos periodos de tiempo.

I11.2.1.2 Crecimiento de virus en cultivo celular

El cultivo de virus animales se realizd sobre monocapa de células (MA104 para
PRVA, MDCK para Influenza y VERO para PCV2). En primer lugar, se sembraron
placas T-25 con 10 ml de células a una densidad de 1x10° cel/ml en su medio de
crecimiento y se incubaron toda la noche para alcanzar una confluencia del 100 %. A
continuacion, se retiré el medio y se afiadieron 3 ml de medio de crecimiento de virus y
500 pl del in6culo viral descongelado en hielo. La infeccion se incub6 1 h, con agitacion
cada 10 min, a 37 °C y 8 % (v/v) CO durante 1 h para la adsorcion del virus. A
continuacion, se afiadieron 5 ml de medio de crecimiento de virus y las infecciones se
incubaron en las mismas condiciones hasta observar efecto citopatico (lisis celular o

formacion de sincitios).

El indculo se recogié tomando el contenido de las placas, sonicando en bafio durante
5 min y clarificandolo por centrifugacion a 200 xg y 4 °C durante 5 min. Seguidamente,
se fue amplificando siguiendo este mismo protocolo ampliando el area de adhesion de las

células por cultivo en placas T-75y T-150. Los indculos virales se almacenaron a —80 °C.
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I11.2. 1.3 Propagacion de hibridomas

Las lineas de hibridoma se crecieron en biorreactores CELLine. Los biorreactores
se inocularon con 30x10° células en un volumen final de 15 ml de medio de hibridoma.
En la cavidad externa se afiadieron 500 ml del mismo medio y se incubaron a 37 °Cy 5%
(v/v) COz. EI crecimiento se controlo determinando la concentracion de glucosa en la

cavidad externa del biorreactor.

Para almacenar las nuevas lineas celulares, los cultivos se sedimentaron a baja
velocidad (200 xg), se resuspendieron en su medio de crecimiento suplementado con 10%
(v/v) de DMSO a una concentracion de 1x10’ cel/ml, se distribuyeron en alicuotas de 0,5-
1 mly se incubaron durante toda la noche a —70 °C, tras lo cual se pasaron a N2 liquido y
se mantuvieron en congelador isotérmico de nitrégeno liquido V3000-AB (Custom

Biogenic Systems).

I11.2. 1.4 Propagacion de células de insecto

Las células Sf9 se mantuvieron en cultivo continuo en suspension con medio Grace.
Mientras que las células Sf900 se incubaron en medio Sf-900. Ambas lineas celulares, se
cultivaron a 27 °C y 125 rpm en agitador orbital hasta una densidad méaxima de 4x10°

cel/ml.

I11. 2.2  Obtencion y manejo de acidos nucleicos

I11.2.2.1 Extraccion ARN a partir de inoculo viral

Para la obtencion del material genético de los virus de ARN se acudi6 a la
extraccion mediante disolventes organicos. Se afiadieron 750 pl de TRIzol®
(ThermoFisher) por cada 100 pl de muestra a extraer y a continuacion se afiadio
cloroformo en una proporcion 1:3. Las muestras se agitaron hasta su completa
homogeneizacion y se incubaron 5 min a temperatura ambiente. Seguidamente se
centrifugd a 12.000 xg y 4 °C durante 15 min, recuperandose la fase acuosa. Esta fase
acuosa se afiadi6 sobre 500 pl de isopropanol para precipitar el ARN y se incubd durante
un minimo de 10 min a —20 °C. Los tubos se centrifugaron 10 min a 12.000 xg y 4 °C. Se
decanto el sobrenadante y el sedimento se resuspendid en 1 ml de etanol frio al 70%. Se
centrifug6 a 12.000 xg y 4 °C durante 15 min recuperando el ARN en el sedimento. Por

altimo, se decantd el sobrenadante y el sedimento se dejo secar durante 10 min antes de
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resuspender el material extraido en 50 ul de agua libre de RNAsas. ElI material se
conservo a —80 °C hasta su uso.

I11.2.2.2 Extraccion ADN a partir de in6culo viral

El material a extraer se llevo a un volumen final de 500 pl con agua destilada. Se
afiadié el mismo volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en una proporcion
25:24:1 y se agitd la mezcla hasta su completa homogeneizacion. Se centrifugd a
10.000 xg durante 2 min y la fase acuosa se transfirié a un tubo limpio. Sobre la fase
acuosa se afadieron 500 pl de cloroformo/alcohol isoamilico en una proporcion 24:1'y
se agito la mezcla. Se repitio la centrifugacion y el material se recuperd nuevamente en
la fraccion acuosa, a la que se afiadieron 50 pl de acetato sédico 3 M pH 5,2. A esta
mezcla se le afiadio 1 ml de etanol absoluto y se incub6 a —20 °C durante 1 h. EI ADN se
precipitdé a maxima velocidad en centrifuga durante 15 min y el sedimento se lavé con
500 pl de etanol al 70%. Se retir6 el etanol, se seco el sedimento en Speedvac y
seguidamente se resuspendio en agua milliQ estéril. EI material se conservo a —20 °C

hasta su uso.

I11.2. 2.3 Retrotranscripcion (RT)

Para las reacciones RT-PCR, se empleo el kit SuperScript® One-Step RT-PCR with
Platinum® Tagq (Invitrogen™) que incorporaba Retrotranscriptasa y ADN polimerasa de
alta fidelidad. La fase de retrotranscripcion (RT) se llevé a cabo desnaturalizando las
posibles estructuras secundarias del material genético (95 °C durante 2 min) e incubando

30 min a 50 °C. Seguidamente, el ADNCc se amplifico por PCR.

I11.2.2.4 Reaccién en cadena de la polimerasa, PCR

Para la amplificacion de los genes de interés se utilizé una ADN polimerasa de alta
fidelidad (Roche). Las mezclas de PCR se prepararon segun las indicaciones del
fabricante y se incubaron en termociclador. La temperatura de anillamiento (Tm) se fijo
en base a la pareja de cebadores empleada en la amplificacion, como se describe en la
tabla I11.1. El tiempo de elongacion (telong) Se determind en base a la longitud del
fragmento a amplificar de acuerdo con la procesividad de la ADN polimerasa empleada
(1 min/1.000 pb). Las mezclas de PCR se sometieron a entre 25 y 30 ciclos de

amplificacion.
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Los productos de PCR obtenidos se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa y se purificaron para su posterior clonaje. En caso de obtener una Unica banda
tras la electroforesis, se eliminaron los cebadores no utilizados empleando el kit comercial
AccuPrep® PCR Purification kit (Bioneer). En caso de obtenerse bandeo inespecifico, se
separaron las bandas por electroforesis en gel de agarosa con bajo punto de fusion al
1% (p/v) y el producto de PCR se purifico a partir del gel empleando el AccuPrep® Gel

Purification kit (Bioneer).

I11.2. 2.5 Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de las moléculas de acido nucleico se realiz6 mediante electroforesis
en geles de agarosa al 0,8-3% (p/v) segun el tamafio del inserto en 0,5X TAE, conteniendo
GelRed® (Biotium) segln las indicaciones del fabricante. Como electrolito se emple6
tampdn 0,5X TAE. Las muestras se prepararon afiadiendo 1/6 del volumen de la muestra
de tampon de carga. Las condiciones de electroforesis (voltaje y tiempo) se adecuaron a
las necesidades concretas de cada caso. Finalmente, los geles se fotografiaron en un

transiluminador de radiacion ultravioleta.

I11.2.2.6 Disefio de genes sintéticos

Los genes sintéticos se disefiaron en base a las secuencias obtenidas de GeneBank
de los genes codificantes de los antigenos de interés en cada caso. Las adaptaciones de
los usos de codones se llevaron a cabo utilizando el software Codon Optimization Tool
(Integrated DNA Technologies (IDT), Coralville, IOWA, EE. UU. Accesible en linea en:

https://eu.idtdna.com/pages/tools/codon-optimization-tool?returnurl=%2FCodonOpt). Una vez

optimizadas las secuencias, los genes fueron sintetizados por la casa comercial IDT.

I11.2. 2.7 Secuenciacion de ADN

Todas las reacciones de secuenciacion han sido realizadas por el Servicio de
Secuenciacion Automatica de ADN del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB)
siguiendo el método de Sanger. La calidad de las secuencias se comproboobservando los
cromatogramas en el software Chromas Lite 2.1 (Technelysium Pty Ldt, South Brisbane,
Australia) y éstas se analizaron empleando el software Dsgene 1.5 (Accelrys, Inc., San
Diego, California, EE.UU.).


https://eu.idtdna.com/pages/tools/codon-optimization-tool?returnurl=%2FCodonOpt
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I11.2.3 Construccion de plasmidos

I11.2.3.1 Plasmido de clonaje pPCR™8/GW/TOPO®

Los productos de PCR purificados se ligaron en primer lugar en un plasmido de
clonaje, en fase con las regiones de recombinacion del sistema Gateway (attR y attL) para
facilitar el subclonaje a distintos vectores de expresion. La reaccion de ligacion se llevo
a cabo con el pPCR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen) por extremos cohesivos
debido a la presencia de bases libres en los extremos del vector lineal. La mezcla de
ligacion se prepar6 siguiendo las indicaciones del fabricante y se incubd durante 5 min a
temperatura ambiente para obtener los productos de ligacion.

I11.2.3.2 Produccion de plasmidos

Las distintas mezclas de ligaciébn se emplearon para transformar células
quimicamente competentes de E. coli Machl (para plasmidos pTOPO) y DH5a. (para el
resto de plasmidos), siguiendo el protocolo descrito en el apartado 111.2.4.2. Se realiz6 la
seleccidn de clones por PCR (111.2.4.3) y dos colonias positivas aisladas se inocularon en
10 ml de LB-Spc (pCR™8/GW/TOPO®) o LB-Amp (resto de plasmidos), que se
incubaron durante toda la noche a 37 °C y 225 rpm. A partir de 5 ml de ese cultivo se
purificd el plasmido mediante el método comercial PureLink Quick Plasmid Miniprep
Kit (Invitrogen). Tras la purificacion, el plasmido se cuantific6 mediante NanoDrop y la

secuencia del inserto se comprobd mediante secuenciacion.

I11. 2. 3.3 Plasmidos de expresion. Sistema Gateway

El paso del plasmido de clonaje a los plasmidos de expresion o transferencia se
realizé a traves de reacciones de recombinacion in vitro, para lo cual se utilizé la LR
Clonase® Il enzyme mix (Invitrogen). Las mezclas de ligacion se prepararon siguiendo
las indicaciones del fabricante, afiadiendo 150 ng de plasmido de clonaje con el inserto y
150 ng de plasmido de expresion o transferencia y se incub0 1 h a temperatura ambiente.
A continuacion, se afiadié 1 pl de proteinasa K y se incub6 10 min a 37 °C para obtener

los productos finales de ligacion.
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I11.2.3.4 Plasmido de expresion pET28A-SUMO

El gen codificante de la proteina VP30 del virus de la peste porcina africana se
modifico6 mediante PCR. Se insertaron las secuencias para el corte por las enzimas de
restriccion BamHI y Xhol en el extremo 5’ y 3’ respectivamente, incorporando secuencias

flanqueantes que favorecieran el corte por las endonucleasas (Tabla 111.2).

El producto de PCR purificado y el pldésmido pET28A-SUMO se digirieron por
separado con las enzimas de restriccion seleccionadas de forma secuencial. La ligacién
se llevo a cabo con el Rapid DNA Ligation kit (Roche) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se afiadieron 100 ng del fragmento de PCR y 100 ng de plasmido, ambos
digeridos, y se incubd 15 min a temperatura ambiente obteniendo los productos de
ligacion. Los plasmidos se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito en el apartado
111.2.3.2.

I11.2.4 Manipulacion de bacterias

I11.2.4.1 Mantenimiento y crecimiento de E. coli

Todas las cepas bacterianas se crecieron a 37 °C en medio LB suplementado con el
antibidtico necesario y 225 rpm, en el caso de trabajar con medios liquidos, o sin agitacién
al trabajar en placa. Para mantener los clones, se prepararon alicuotas en el mismo medio

de crecimiento suplementado con glicerol al 20% (v/v) que se conservaron a —80°C.

I11.2.4.2 Transformacion de E. coli

Para la transformacion de las bacterias, se utilizaron células quimicamente
competentes comerciales de las distintas cepas descritas en el apartado 111.1.2. Las células
comerciales se descongelaron en hielo para conseguir la maxima eficiencia de
transformacion. En primer lugar, se incubaron 30 min en hielo en presencia del ADN
plasmidico a transformar, se afiadieron 2-4 pl de mezcla de ligacion o 10 ng de plasmido
purificado por transformacion. Se aplico un tratamiento de choque térmico por incubacion
30-40 s a 42 °C en bafio y a continuacion, 2 min en hielo. Tras el choque térmico, las
bacterias se multiplicaron afiadiendo 250-400 pul de medio sUper éptimo con represion de
catabolitos (S.0.C.) y se incubaron 30-60 min en las condiciones descritas anteriormente.
Tras este periodo, las células se expandieron en placas de LB selectivas, con el antibidtico
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al que conferia resistencia el plasmido transformado, y se incubaron a 37 °C durante toda

la noche para permitir el crecimiento de colonias aisladas.

I11.2.4.3 Seleccién de clones por PCR

Para comprobar la presencia de inserto en la orientacion correcta en las bacterias
transformadas, se procedio al analisis de las colonias crecidas mediante PCR. Para ello,
se preparé una mezcla de PCR siguiendo el protocolo descrito en el apartado 111.2.2.4.
Como cebadores se afiadieron un cebador general del plasmido hacia el extremo 5° del
sitio de iniciacion del gen de interés, y el oligonucledtido complementario del extremo 3’
(carboxilo-terminal) del gen. Se tomd la colonia a analizar, se estri6 en una placa nueva
de LB selectiva para obtener una réplica, y se afiadié como molde a la mezcla de PCR.
Los productos de PCR se separaron en electroforesis en geles de agarosa. La presencia de
producto de PCR indicé que el plasmido contenia el gen de interés en la orientacion
adecuada para el subclonaje (clon positivo).

I11.2.4.4 Seleccion de condiciones Optimas para la expresion en

bacteria

Una colonia aislada de E coli. BL21-Al transformada se inoculé en 10 ml de LB-
Amp y se incub6 a 37 °C y 225 rpm toda la noche. Empleando 2 ml de ese preindculo, se
inocularon 100 ml de LB-Amp para obtener una densidad 6ptica a 600 nm (DOsoo) inicial
de 0,05-0,1. EI cultivo se incub6 en las mismas condiciones hasta que se alcanzé una
DOsoo de entre 0,4-0,8 correspondiente con la fase exponencial de crecimiento. En ese
momento, se afiadié un 1 ml de arabinosa al 20% (p/v) estéril para inducir la expresion

de la T7 polimerasa (genoma bacteriano) y, con ella, la expresion del gen de interés.

Para determinar el punto de produccién maxima de la proteina recombinante se
realizd una cinética de expresion recolectando muestras de 1 ml del cultivo post-
induccion cada hora, hasta la recogida de la quinta hora post-induccion. La produccion
de la proteina de interés se evalud directamente en las fracciones totales recogidas por
electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE,
apartado 111.2.6.2) y posterior tincion con azul de Coomassie (I11.2.6.3) e

inmunodeteccion en membranas de nitrocelulosa (111.2.6.5).
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Una vez determinadas las condiciones Optimas se inocul6 un cultivo de 100 ml de
LB-Amp y se indujo la expresion de la proteina recombinante en las mismas condiciones.
El cultivo se cosechd al tiempo establecido por cinética centrifugando a 10.000 xg y 4 °C

durante 15 min y el sedimento se proceso para purificar la proteina a partir de él.

I11.2.5 Manipulaciéon de baculovirus

I11.2.5.1 Obtencion de baculovirus recombinantes

Los baculovirus recombinantes se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por
Hurtado et al. [216], por cotransfeccidn del plasmido de transferencia que contenia el gen
de interés y el ADN de baculovirus (BacPAK®6) digerido con la enzima de restriccion
Bsu361, introduciendo el gen de interés entro el ORF603 y el ORF1629 del genoma,

eliminando el gen lacZ [Figura 111.1].

Genoma BacPAK6
digerido

Plasmido de

Genoma recombinante / transferencia
7. Re

Recombinacion

homologa in vivo

Promotor
polihedrina

FIGURAII1.1| Transferencia in vivo de genes al genoma de baculovirus BacPAK6. Esquema
de la recombinacién homologa que ocurre en células Sf9 entre el ORF603 y el ORF1629, presentes
tanto en el genoma BacPAKS®S, como en las regiones flanqueantes de los vectores de transferencia del
sistema BVES. Adaptada de Jarvis, 2009 [217].
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Brevemente, la cotransfeccion se llevé a cabo en células Sf9 en presencia de
cationes lipidicos (Sistema jetPEI®) siguiendo las indicaciones del fabricante. La mezcla
se incubO durante 30 min a temperatura ambiente y se afiadié sobre placas T-25
adherentes sembradas con 2x10° células Sf9 y 1,5 ml de medio Grace completo. Las
placas se incubaron durante 5 h a 27 °C agitando ocasionalmente y, tras ese tiempo, se
elimind la mezcla de transfeccion y se afiadieron 5 ml de medio Grace completo. Las
placas se incubaron a 27 °C hasta observar efecto citopatico (7 dias aprox.). A
continuacion, se recogio el medio de cultivo de las placas y los virus se aislaron siguiendo

el protocolo descrito en el apartado 111.2.5.2.

I11.2.5.2 Aislamiento de clones de baculovirus

En primer lugar, se sembraron placas adherentes M6 con 1,2x10° células
Sf9/pocillo y sobre cada pocillo se afiadieron 200 pl de diluciones seriadas (desde 102 a
107) del material a titular. Las placas se incubaron durante 1 h a 27 °C con agitacion cada
15 min. Seguidamente se retird la solucion que contenia el virus y se afiadieron 2 ml de
una mezcla de agarosa de bajo punto de fusion al 3% (p/v) con medio Grace completo en
proporcion 1:1. Se dejo solidificar a 27 °C, se afiadié 1 ml de medio Grace completo por
encima del agar y se incub6 durante 5-6 dias a 27 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se retird el medio liquido y se afiadieron 2
ml/pocillo de solucién de tincion, que se incubo durante 1 h a 27 °C. Transcurrido ese
tiempo, se retird la mezcla y la placa se incubd a 4 °C durante toda la noche. El nimero
de placas de lisis en una determinada dilucion dio el titulo del inéculo:

n?de placas de lisis X Dilucion
200

Titulo (unidades formadoras de placa (ufp)/ml) =

Para obtener clones aislados, se aspir6 con pipeta Pasteur la agarosa de 5 placas de
lisis que se observaban blancas, ya que en la recombinacién se elimina el gen lacZ que
codifica la B-galactosidasa (ver apartado I11.1.1.). El agar se resuspendio en 500 pl de
medio Grace completo y se incubd a 4 °C durante toda la noche para permitir la liberacion

del virus.
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I11.2.5.3 Seleccidon de baculovirus recombinantes

Para evaluar la produccion de la proteina de interes, se sembraron placas adherentes
P-60 con 2x10° células Sf9/placa, se afiadieron 150 pl de los clones aislados de
Baculovirus en un volumen final de 500 pl de medio Grace completo y se incubaron a
27 °C durante 1 h con agitacion cada 15 min. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron 4,5
ml de medio Grace completo por placa y se incubaron a 27 °C durante 5-6 dias. Las
células se recogieron resuspendiendo las células adheridas con pipeta y centrifugando a
2.000 xg y 4 °C durante 10 min. El sobrenadante se conservo a 4 °C como indculo

primario mientras que el sedimento se proceso para evaluar la expresion de proteinas.

I11.2.5.4 Propagacion de baculovirus

Los indculos de alto titulo viral se obtuvieron infectando 100 ml de células Sf9 a
una densidad de 1x10° cel/ml con 100 pl del in6culo primario obtenido en la seleccion de
clones o de un inéculo antiguo (baja multiplicidad de infeccidn). Los cultivos se
incubaron a 27 °C y 125 rpm hasta observar muerte celular por microscopia Optica (10
dias aprox.) y el in6culo se recogio centrifugando a 2.000 xg y 4 °C durante 10 min para
eliminar los restos celulares. El titulo del indculo viral se determiné como se detalla en el
apartado 111.2.3.2.

I11.2.5.5 Seleccion de condiciones Optimas para la expresion en

células de insecto

En primer lugar, se realiz6 una cinética de expresion de la proteina de interés, para
lo cual se infectaron cultivos de 50 ml a una densidad de 1x10° cel/ml de células Sf9
(ACHLTA o AcBacPAKS8) o Sf900 (AcGP67). Los cultivos se infectaron a distintas
multiplicidades de infeccion (MDI; ufp/cel) partiendo del inéculo titulado y se incubaron
a 27 °Cy 125 rpm, recogiendo muestras de 15 ml a las 72, 96 y 120 h post-infeccion. Las

muestras se procesaron como se describe en el apartado 111.2.6.1.

De esta forma, se determinaron las mejores condiciones de MDI y tiempo de
recogida para la expresion de la proteina de interés que fueron las que se emplearon

posteriormente en cultivos de mayor volumen.
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I11.2.6 Preparacion y analisis de extractos proteicos

I11.2.6.1 Obtencion de extractos proteicos de células de insecto

Las celulas Sf9 o Sf900 se lisaron mediante choque hipotonico con tampon
bicarbonato 25 mM: se afiadié 1 ml de tampon por cada 2x107 cel y se incubaron durante
30 min en hielo. A continuacion, las células se sonicaron a potencia 40 en sonicador
3000MP (BioLogics Inc.) durante 30 sy el lisado se centrifug6 a 10.000 xg para separar
fraccion soluble (sobrenadante) e insoluble (sedimento), ésta ultima se resuspendio en el
mismo volumen de PBS estéril. Ambas fracciones se evaluaron mediante PAGE-SDS y

posterior tincion con azul de Coomassie y western blot.

I11.2.6.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Los geles de poliacrilamida se prepararon segun las indicaciones del productor a
una concentracion de acrilamida de entre el 10 y el 12 %. Las muestras a analizar se
prepararon afiadiendo 1/5 de su volumen de tampon de carga para SDS-PAGE vy las
proteinas se desnaturalizaron por incubacion a 100 °C durante 5 min. A continuacién, se
afiadieron sobre los pocillos y se resolvieron por electroforesis en geles de poliacrilamida.
Las condiciones de tiempo y voltaje se adecuaron a cada uno de los ensayos. Como
marcador de peso molecular se emple6 el marcador de color dual de 10 a 250 kDa Dual
Color Standard (1610374, Bio-Rad).

I11.2.6.3 Tincion con azul de Coomassie

Tras separar las proteinas por SDS-PAGE, los geles se tifieron durante 30 min a
temperatura ambiente en agitacion con azul de Coomassie. Seguidamente se eliminé la
solucion de tincion y se realizo el destefiido diferencial incubando los geles a temperatura

ambiente con agitacion y solucion de destefiido.

I11.2.6.4 Tincidn de acido periddico-Schiff (PAS)

Para tefiir Unicamente las proteinas glicosiladas, tras separar las proteinas por
SDS-PAGE, los geles se incubaron durante 30 min con acido acético 7,5 % (v/v) en
agitacion. A continuacion, se eliminé la solucion y se afiadi6 acido periddico 0,2 % (p/v)

que se incubd 1 h a4 °C con agitacion. Los geles se transfirieron a una cubeta con reactivo
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de Schiff y se incubaron durante otra hora a 4 °C con agitacion. Para terminar, los geles
se incubaron 1 h a temperatura ambiente con &cido acetico 7,5 % (v/v) y se conservaron

en agua antes de secarlos.

I11.2.6.5 Inmunodeteccion en membranas de nitrocelulosa (western
blot)

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron del gel de poliacrilamida a
una membrana de nitrocelulosa. Para ello, el gel se incubé durante 10 min en tampon de
transferencia y, seguidamente, se coloco sobre una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um
de tamafio de poro (Bio-Rad, 1620112) en un sandwich con papeles 3SMM (GE
Healthcare, 3030-917) humedecidos en ese mismo tampdn sobre Trans-Blot® Turbo™
(Bio-Rad). Se aplicé un potencial de 25 V y 2,5 A durante 10 min para la transferencia.
La membrana se bloque6 durante 30 min a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C
con PBS, leche 5 % (p/v). Se lavo con PBS-Tween20 0,05 % (v/v) y se incubo6 1 h con el
monoclonal especifico de la proteina de interés a una concentracion de entre 10y 1 pg/ml
en PBST (en algunos casos suplementado con leche al 3% para evitar uniones
inespecificas). Seguidamente, la membrana se lavd 3 veces durante 5 min con PBST, y
se incubo 1 h con un anti-1gG de raton marcado con fosfatasa alcalina (Sigma Aldrich) a
la dilucion indicada por la casa comercial. Se repitieron los lavados y se reveld con
tampdn fosfatasa alcalina (afiadiendo Cloruro de nitroazul de tetrazolio (NBT) y 5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP)).

I11.2.6.6 Microscopia electronica

Las fotografias de microscopia electronica se obtuvieron en el Centro Nacional de

Biotecnologia (CNB) tras tratar las muestras por tincion negativa.
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I11.2. 7 Purificacion de proteinas

I11.2. 7.1 Purificacion a partir de la fraccion insoluble de las células

En primer lugar, se procedio a purificar la fraccion celular insoluble de los cultivos
obtenidos en condiciones Optimas. Las células se resuspendieron en 10 ml/Qsedimento de
tampdn de resuspension y, en caso de trabajar con bacterias, se afiadieron 20 pl/ gsedimento
de lisonasa. Los tubos se incubaron en agitacion durante 15 min a temperatura ambiente
en balancin y a continuacion las células se lisaron mediante sonicacion. Se afiadio Tritdn
X-100 a una concentracién final del 1 % (v/v) y se incubd 15 min en las mismas

condiciones para la completa homogeneizacion.

El lisado celular se centrifugd a 7.000 xg y 10 °C durante 15 min para recuperar la
fraccion insoluble, que se lavo dos veces con tampén de lavado de fraccion celular
insoluble para eliminar las proteinas contaminantes y otras dos veces con tampon de

resuspension para eliminar los restos de Triton X-100.

Una vez purificada la fraccion insoluble se procedi6 a su solubilizacién mediante

diversos protocolos.

I11.2.7.1.1 Solubilizacion mediante sarcosilo

Paraello, el sedimento obtenido tras los lavados se resuspendié en 10 ml de tamp6n
de desnaturalizacion cada 0,5 g de sedimento. La suspensién se sonico en hielo durante
30 s y se afiadié sarcosilo a una concentracion final de 5,25 % (v/v), se incubd con
agitacion en balancin a temperatura ambiente hasta la completa solubilizacion y, a
continuacion, se dializ6 durante toda la noche a 4 °C frente a tampon de didlisis. Las fases
recogidas durante el proceso se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior tincién con

azul de Coomassie y western blot.

I11.2.7.1.2 Solubilizacion mediante cloruro de guanidinio

La fraccion celular insoluble se resuspendio en 1 ml de tampdn cloruro de
guanidinio por cada 0,5 g de sedimento y se incub6 en balancin 5 min a temperatura
ambiente. Seguidamente, la suspension se centrifug6é a 12.000 xg durante 10 min y las
fracciones obtenidas se evaluaron mediante SDS-PAGE y posterior tincion con azul de

Coomassie y western blot.
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I11.2.7.1.3 Solubilizacion mediante urea

La fraccion insoluble se resuspendi6 en tampon de urea afiadiendo 2,5 ml por cada
0,5 g de sedimento, se sonico 4 veces en hielo aplicando ciclos de 30 s de sonicacion a
potencia 40 seguidos de 30 s de incubacion en hielo. Seguidamente, el homogeneizado se
centrifugd a 10.000 xg durante 10 min a 4 °C y se descart6 el sedimento, la proteina se
recuper6 en la fraccion soluble (sobrenadante). Las fases finales del proceso de
solubilizacion se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior tincion con azul de

Coomassie y western blot.

I11.2. 7.2 Purificacion por columnas de afinidad

La purificacién mediante columnas de afinidad se llevé a cabo usando las columnas
comerciales empaquetadas de acuerdo con el péptido de fusién de la proteina o con

anticuerpos monoclonales.

I11.2.7.2.1 Purificacion a partir de péptidos de fusion

En el caso de proteinas fusionadas a GST se utilizaron resinas de glutation mientras
que para columnas fusionadas al péptido 6xHis se usaron resinas de Ni?*. En ambos casos,
la columna se equilibré con PBS. Se afiadio la fraccion soluble que contenia la proteina
recombinante a la columna y se lavé con 10 ml de PBS (en el caso de purificar a partir
del péptido de fusion 6xHis, se le afiadié 10 mM de imidazol al lavado para evitar uniones
inespecificas). Tras el lavado se eluy0 la proteina retenida con 3 ml de PBS suplementado
con 10 mM Glutation (GST) o0 500 mM imidazol (6xHis) repitiendo el proceso de elucién

3 veces (eluido 1, eluido 2 y eluido 3).

I11.2.7.2.2 Purificacién mediante AcMs

En primer lugar, se procedi6 a la inmobilizacion del anticuerpo monoclonal a una
resina para su posterior empaquetado. Para ello, 8 mg de anticuerpo a inmobilizar se
dializaron durante toda la noche a 4 °C frente a tampon de acoplamiento. Tras recoger la
dialisis se determino la concentracion mediante Nanodrop y se diluyo en ese mismo
tampon a una concentracion final de 1,6 mg/ml. A continuacion, se tomaron 6 ml de la
suspension de resina sefarosa 4 NHS fast flow (GE), se elimind el isopropanol
centrifugando a 2.500 xg y 4 °C durante 3 min y se realizaron tres lavados con 5 ml de

HCI 1 mM y un cuarto lavado con tampon de acoplamiento. Se afiadieron los 5 ml
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(aproximadamente) de anticuerpo y se incubd en agitador rotatorio tipo noria durante
30 min a temperatura ambiente. Se afiadieron otros 5 ml de tampdn de acoplamiento y la
suspension se incubd en agitacion a 4 °C durante toda la noche. Al dia siguiente la
suspension de resina:anticuerpo se centrifugd a 1.500 xg y 4 °C durante 3 min, se
afiadieron sobre el sedimento 5 ml de tampon de bloqueo y se incub0 2 h a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo la resina se recuperd por centrifugacion a 1.500 xg y
4 °C durante 3 min y se realiz6 un lavado con 5 ml de tampon de lavado bésico y otro con
5 ml de tampdn de lavado &cido centrifugando entre medias para recuperar la resina. Esta
ultima etapa de lavado se repiti6 entre 4 y 6 veces, y, por ultimo, se realizaron 5 lavados
con 5 ml de PBS. La resina se conservo a 4 °C en tampon de acoplamiento suplementado

con etanol al 20% hasta su uso.

La resina acoplada se equilibré con PBS, se afiadi6 la fraccion soluble que contenia
la proteina y se incub6 en balancin durante toda la noche a 4 °C. La resina se empaqueto
en una columna para la purificacién de la proteina recombinante. Se lavé con 300 ml de
PBS para eliminar uniones inespecificas y se procedio a eluir la proteina, afiadiendo 10
ml de tampdn de elucion (Glicina 0,1 M). El eluido se recogié en fracciones de
aproximadamente 1,5 ml. Los distintos eluidos se dializaron durante toda la noche a 4 °C
frente a tampdn de didlisis y se evaluaron mediante SDS-PAGE y posterior tincidn con

azul de Coomassie y western blot.

I11.2. 7.3 Purificacion por ultracentrifugacion

La fraccion celular insoluble de las células Sf9 correspondiente a 1x108 cel se
resuspendio en 25 ml de tampon borato y se incubd durante la noche a 4 °C. Al dia
siguiente la solucion se coloco sobre 4 ml de una solucion de sacarosa al 40 % (p/v)
(colchon de sacarosa) en PBS. El colchdn se sometié a ultracentrifugacion durante 1 h a
30.000 xg en rotor Ti-70 (pelleter scolchoni, Bechmen COULTER), se decantd el
sobrenadante y el sedimento se resuspendi6 en 8 ml de tampon NET. La suspension se
sometio a un pulso de sonicacion y, seguidamente, se centrifugd durante 2 min a
12.000 xg. El sedimento se resuspendio en 1 ml de PBS y ambas fracciones se evaluaron

por SDS-PAGE y posterior tincién con azul de Coomassie y western blot.
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I11.2.8 Obtencion de anticuerpos monoclonales

I11.2.8.1 Inmunizaciéon de ratones BALB/c

En primer lugar, se prepar6 una emulsion 1:1 de la proteina de interés con
adyuvante completo de Freund (F5506, Sigma) por sonicacién y se suministraron 30 ug
de antigeno emulsionado por via intraperitoneal a los animales. A los 15, 30 y 45 dias de
esta primera inmunizacion, se repitio el proceso preparando la emulsion con adyuvante

incompleto de Freund (F5881, Sigma), afiadiendo la misma dosis de antigeno.

Transcurrida una semana de la Gltima dosis, se sangré a los ratones de la vena
caudal. La sangre se incubd 30 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 8.000 xg
durante 5 min para obtener el suero. Los sueros obtenidos se valoraron en ELISA
indirecto frente a 200 ng/pocillo de la proteina de interés (apartado 111.2.10.1.1.). Cuando
el limite de deteccion obtenido fue igual o mayor a la dilucién 1/128.000, se procedio6 a
realizar la fusion celular para la obtencidn de hibridomas. En caso contrario, se continu6

el proceso de inmunizacidn con otras dos dosis en adyuvante incompleto.

I11.2.8.2 Fusion celular. Obtencién de hibridomas

En cada uno de los tres dias anteriores al procedimiento, se suministré a los
animales una dosis de 30 pg de antigeno diluido en PBS estéril. El dia del procedimiento,
los dos animales de mayor titulo fueron sacrificados y se les extrajo el bazo, rompiendo

sus estructuras para extraer los linfocitos.

Tanto la preparacion de las células para la fusién (células de mieloma de raton (SP2)
y células de bazo de los ratones inmunizados) como la fusion de los dos tipos celulares
purificados se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Nowinski y col. (1979) [77].
Las células resultantes de la fusion se sembraron en placas de 96 pocillos adherentes
afiadiendo 100 pl/pocillo de una suspension a 107 células/ml con DMEM, 15% (v/v) suero
fetal bovino. A las 24 h, se afiadieron 100 pl/pocillo de medio DMEN suplementado con
HAT (0,2 mM Hipoxantina, 0,8 UM Aminopterina y 32 uM Timidina) y las placas se
incubaron a 37 °C y 5 % (v/v) CO.. Cada 2 dias aproximadamente se reemplazo el medio

con medio de hibridomas.

La composicion del medio HAT inhibe la sintesis de bases nitrogenadas por la ruta

de sintesis de novo (metabolismo de células de mieloma) a través de la aminopterina y
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aporta los precursores para la sintesis de bases nitrogenadas por la ruta de salvamento:
hipoxantina y timidina (metabolismo de linfocitos), de modo que las Unicas células que
pueden desarrollarse son aquellas formadas por la fusion de un linfocito y una célula de

mieloma, que son aquellas células inmortales capaces de desarrollarse [Figura 111.2].

Base purica Base pirimidinica

' Aminopterina —]

Hipoxantina  Timidina

HGPRT TQ.
GMP, AMP CMP, TMP

N

FIGURAI11.2| Esquema de la intervencion en el metabolismo celular del medio HAT.

Transcurridos 15 dias desde el procedimiento, se evalué la produccion de
anticuerpos en los distintos pocillos por ELISA indirecto frente a 200 ng/pocillo del
antigeno empleado en la inmunizacién. Aquellos pocillos que dieron una sefial positiva
(A405>0,2) se resuspendieron en medio de crecimiento de hibridomas, se determind la
concentracion celular y se diluyeron a una concentracion de 50 células/pocillo. Se
mantuvieron los cambios de medio afiadiendo cada dos dias medio de crecimiento de
hibridomas. Las valoraciones se fueron sucediendo cada 15 dias y se repiti6 el protocolo
disminuyendo la concentracion de células/pocillo en los sucesivos clonajes hasta obtener

clones de hibridomas aislados (1 cel/pocillo) positivos al antigeno de interés.

I11.2.8.3 Produccién de AcMs

Los hibridomas se crecieron como se describe en el apartado 111.2.2.3. Cuando la
concentracion de glucosa de la cavidad externa del CELLine fue inferior a 200 dg/ml, se
extrajeron de la cavidad intermembrana 13 ml de medio a partir de los que se purificaron
los anticuerpos y se incorporaron 13 ml de medio fresco. EI medio extraido se clarificd

por centrifugacion a 200 xg. Las inmunoglobulinas presentes se purificaron por
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cromatografia de afinidad usando las columnas pre-empaquetadas con resina para la
purificacion de anticuerpos siguiendo las indicaciones del fabricante.

I11.2.8.4 Caracterizacion de AcMs

Los AcMs se caracterizaron mediante SDS-PAGE, ELISA de competicion para
determinar las areas antigénicas reconocidas y mediante ELISA indirecto se evaluo el
tipo de inmunoglobulina obtenido, empleando como anticuerpos reveladores una bateria
de anticuerpos monoclonales conjugados a peroxidasa frente a los distintos isotipos de
inmunoglobulina de raton (Igg, IgM, IgGl, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3, 1gG4). Las
caracteristicas principales de los anticuerpos monoclonales anti-isotipo empleados se

recogen en la Tabla I11.8.

TABLA 111.8| Caracteristicas principales de los anticuerpos comerciales empleados

en el isotipado de inmunoglobulinas

Anticuerpo Especificidad Tipo Ac Isotipo Especie Referencia
AL e oo s comde SIS
S e e i
ST S o o oo A
iy o o oo
':2:;1%[:8; Cadri;gnu de Policlonal IgG Cabra Sig?:l‘;gg)r ich
S o o S

I11.2.8.5 Marcaje de AcMs

I11.2.8.5.1 Marcaje con biotina

La inmunoglobulina tipo G (IgG) a marcar se dializé durante toda la noche frente a
bicarbonato sédico 0,1 M, pH 8,5 ajustado con carbonato. A una masa de IgG m en un
volumen final V se le afiadieron m/5 de éster de N-hidroxisucinimida de (+)-biotina
disuelto en el momento de su uso en V/10 de DMSO. La mezcla se incubd 3-4 h a
temperatura ambiente y transcurrido ese tiempo se afiadieron 20 pl de cloruro amonico

1 M por cada mg de 1gG marcado. El complejo IgG-biotina se dializé durante 48 h frente
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a PBS antes de su uso, y para su conservacion se diluy6 en proporcion 1:1 con glicerol y
se almacen6 a —20 °C.

I11.2.8.5.2 Marcaje con peroxidasa

En primer lugar, se realizo la activacion de la peroxidasa. La peroxidasa se diluyd
a 10 mg/ml en bicarbonato sédico 0,1 M pH 9,2 y se le afiadid el mismo volumen de

NalOs 10 mM. La mezcla se incubo 2 h a temperatura ambiente en oscuridad.

El anticuerpo a marcar se dializ6 durante toda la noche frente a 0,1 M bicarbonato
sodico pH 9,2. Por cada mg de IgG se afiadié 1 mg de peroxidasa activada y se incubo
3 h a temperatura ambiente en oscuridad. Se afiadié 1/10 del volumen del conjugado de
NaBHs (10 mg NaBH4/ ml de NaOH 0,1 mM) que se incubd 30 min a temperatura
ambiente con agitacion y otros 30 min a 4 °C con agitacion. Se dializé durante toda la
noche frente a PBS y se afiadié un volumen de glicerol para almacenarlo a —20 °C.

I11.2.9  Obtencion de aptameros

I11.2.9.1 Seleccion de aptameros. SELEX

Para la seleccion de aptameros se aplico la tecnologia de evolucidn sistematica de
ligandos mediante enriquecimiento exponencial. Brevemente, la proteina diana se capturd
en placa de microtitulacion a través de un anticuerpo monoclonal especifico empleado
para recubrir los pocillos de la placa. La seleccidn se llevé a cabo por rondas reiterativas
de unién por incubacién con la proteina diana, eliminacion mediante lavados de las
moléculas no unidas y amplificacién por PCR. La especificidad se evalué mediante
ELONA cada 3 rondas SELEX.

En la primera ronda de seleccion, 100 pmol de la proteina recombinante de interés
se incubaron con 1 nmol de RND40 estructurado. La placa se incub6 durante 1 h a
temperatura ambiente y 260 rpm para permitir la union de los aptameros y se lavo 3 veces
con PBS, 1 mM MgCly, 0,1 % (v/v) Tween20 para eliminar las moléculas no unidas. Se
afiadieron 50 pl/pocillo de mezcla de PCR usando las secuencias F3 y R3 como
cebadores, y para la elucion de las secuencias unidas, los pocillos se incubaron 10 min a
100 °C sobre placa caliente. Las mezclas de PCR se incubaron en termociclador siguiendo
el siguiente protocolo: 5 min a 95 °C/ (95 °C 30 s/57 °C 20 s/72 °C 30 s) x10 ciclos/4 °C

. Los productos obtenidos se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al
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3 % (p/v). El fragmento correspondiente con 76 nt se cuantifico empleando el software
GelQuant (DNR Bio-Imaging Systems Ltd. Neve Yamin, Israel) en base a la banda de
111+110 pb del patrén de peso molecular puC19 DNA/Mspl (Hpa I1). Cuando tras este
proceso se obtuvo al menos 1 pg de ADN, este material se emple6 en una nueva ronda de
seleccion. En caso contrario se re-amplifico por PCR el producto y 1 pg de producto re-

amplificado se utilizo en la siguiente ronda de seleccion.

En las sucesivas rondas de seleccion, 1 pg de ADN obtenido en la ronda anterior se
estructuro siguiendo el protocolo descrito previamente y se repitié el protocolo de ronda.
Antes de la tercera ronda de seleccion, se realiz una contraseleccion por incubacion en
las mismas condiciones sobre placas que solo contenian el anticuerpo monoclonal

empleado en la captura [Figura I11.3].

Diana
Recuperacion Amplificacion por PCR
moléculas unidas de aptameros unidos
(dsADN)
Libreria RND40
estructurada
(ssADN) SELEX
Nueva ronda de

seleccion ; g Reestructuracion de

;; aptameros
< (ssADN)

Caracterizacion
(ELONA)
y clonaje

3

APTAMERO AISLADO

FIGURA 111.3| Esquema del procedimiento SELEX para la seleccion de aptameros especificos

frente a un ligando concreto.

Cada 3 rondas de seleccién se evalu6 la especificidad de la poblacion y las rondas
se sucedieron hasta obtener una especificidad suficiente por la proteina de interés. A partir
de la cuarta ronda de seleccion se restringieron condiciones, reduciendo el tiempo de

incubacion entre aptamero y proteina a 30 min. Se considerd gue una poblacion tenia una
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especificidad suficiente para pasar de fase, cuando la respuesta en ELONA de la
poblacion frente a la proteina fue mas de cinco veces superior al control negativo. En caso

de no cumplirse esta condicion, se continud con las rondas de seleccion.

I11.2.9.2 Marcaje de aptameros

El marcaje se realiz6 mediante PCR preparando la mezcla con cebadores F3 y R3
marcados con digoxigenina en sus extremos 5’ para el marcaje de toda la poblacion
seleccionada. La PCR se realizo a los ciclos 6ptimos establecidos para cada caso y el

producto se cuantifico como se describe en el apartado anterior.

Asi mismo, para el marcaje de clones aislados, se realizaron PCRs usando plasmido
purificado como molde con cebador F3 marcado en el extremo 5’ con
digoxigenina/cebador R3 no marcado y viceversa. De esta forma se marcaron la cadena

directa y la inversa, respectivamente.

I11.2.9.3 Clonaje de la poblacién de aptameros

La poblacion seleccionada se cloné utilizando el kit comercial The Original TA
Cloning kit (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del distribuidor. EI producto de
ligacidn se transformo sobre células de E. coli IM-109. Las bacterias se expandieron sobre
placas de LB-Amp, suplementadas con 100 mM IPTG y X-Gal. Las colonias blancas
(seleccion por interrupcién del gen de la B-galactosidasa), se chequearon mediante PCR
para verificar la presencia de inserto y los clones positivos se inoculan en 5 ml de LB-
Amp para purificar los plasmidos. La secuencia de los aptameros se determind por

secuenciacion de los insertos de esos plasmidos purificados.

I11.2.9.4 Seleccion de clones

La seleccién de los mejores aptameros se realizd evaluando la respuesta de los
clones aislados en ELONA (apartado 111.2.10.2.1).

I11.2.9.5 Caracterizacion de aptameros

Los mejores aptdmeros seleccionados fueron sintetizados marcados con
digoxigenina y se procedi0 a determinar sus caracteristicas. En primer lugar, se

determinaron los parametros de afinidad del aptdmero. Mediante cinética de unién, se
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determind la constante de disociacién (Kd) y la capacidad maxima de union a la proteina
(Bmax). Para ello, se siguié el protocolo descrito en el apartado 111.2.10.2.1 de ELONA
empleando el aptdmero marcado con digoxigenina a distintas concentraciones (25 nM,
50 nM, 100 nM, 200 nM y 400 nM) por triplicado. Se determind Asos durante 1 h cada
10 min y los resultados se analizaron mediante el software GraphPad Prism 6.0
(GraphPad, San Diego, California EE.UU.) realizando un andlisis de unién especifica

basada en un modelo de sitio de union dUnico.

La prediccion estructural se llevd a cabo empleando el software RNAfold
WebServer (Instituto de Quimica Tedrica, Universidad de Viena, Austria. Accesible en
linea en: http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cqi) siguiendo la

prediccion estructural de centroides. La capacidad de formar estructuras G-cuadruples se
evalu6 con el software QGRS mapper (Ramapo Bioinformatics, Nueva Jersey, EE.UU.
Accesible en linea en: http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php).

I11. 2. 10 Inmunoensayos

I11.2.10. 1 Inmunoensayos enzimaticos (ELISA)

I11.2.10. 1.1 ELISA directo

Los pocillos de placas de microtitulacién de poliestireno de alta capacidad de union
Stripwell™ (Costar) se tapizaron con cantidades variables de antigeno (entre 50 ng y
1 pg/pocillo) diluido en tampdn carbonato a un volumen final de 100 pl/pocillo. Las
placas se incubaron durante toda la noche a 4 °C. A la mafana siguiente, se realizaron
3 lavados con solucién de lavado, y se bloquearon las uniones libres mediante incubacion
durante 1 h a temperatura ambiente con una solucién de blogueo y estabilizacion disefiada
en Ingenasa (composicion confidencial). Las placas se secaron a temperatura ambiente

durante toda la noche y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

Sobre los pocillos de las placas de microtitulacion se afiadieron diluciones seriadas
de los distintos anticuerpos conjugados a peroxidasa en tampon de ensayo. La placa se
incubd 1 h a 37 °C, se realizaron tres lavados con solucion de lavado y el ensayo se reveld
incubando 10 min a temperatura ambiente con ABTS. La reaccion colorimétrica se detuvo
afiadiendo SDS al 2 % (p/v) en agua y los resultados se determinaron como Auaos
empleando un lector de placas de microtitulacion SpectraMax M5 (Molecular Devices).


http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php
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I11.2.10.1. 2 ELISA indirecto

Para el desarrollo del ELISA indirecto, las placas se tapizaron siguiendo el mismo

protocolo descrito para el ELISA directo.

Las muestras se diluyeron en tampon de ensayo a la dilucién seleccionada en cada
caso y se afiadieron 100 pl/pocillo. Las placas se incubaron a la temperatura y tiempo
seleccionados y, a continuacion, se realizaron tres lavados. Para terminar, se afiadié un
anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa diluido en tampon de ensayo que se
incubd durante 1 h a temperatura ambiente. El ensayo se reveld incubando con ABTS o
TMB entre 10 y 15 min. La reaccion colorimétrica se detuvo con SDS al 2% (p/v) o &cido
sulfarico 0,5 M, respectivamente, y los resultados se determinaron en espectrofotometro

como Auos 0 Agso respectivamente.

I11. 2. 10. 1. 3 ELISA de competicidon

Las placas se tapizaron siguiendo el protocolo descrito para el ELISA indirecto.
Sobre las placas estabilizadas, se afiadieron las muestras de suero a una dilucion % en
tampon de ensayo y la placa se incubd durante 1 h a 37 °C. Se realizaron 3 lavados y
seguidamente se afiadié un anticuerpo monoclonal especifico conjugado a peroxidasa a
la dilucion seleccionada en tampdn de ensayo, que se incubé durante 30 mina 37 °C. Tras
realizar otros tres lavados, el ensayo se revel6 con TMB durante 10 min a temperatura
ambiente y en oscuridad. La reaccion colorimétrica se detuvo con acido sulfarico 0,5 M

y los resultados se midieron en espectrofotometro como Aaso.

I11.2.10. 1. 4 ELISA sandwich doble anticuerpo, DAS-ELISA

Los pocillos de placas de microtitulacion Stripwell™ Microplate High binding
Polystyrene (Costar) se tapizaron a una concentracion de 1 pg/pocillo del anticuerpo
monoclonal especifico, en un volumen final de 100 pl en tampon carbonato. Las placas
se incubaron a 4 °C toda la noche. Al dia siguiente, se lavaron 3 veces y se estabilizaron
con 100 pl de solucion de blogueo y estabilizacion por pocillo que se incubo a
temperatura ambiente 1 h. A continuacion, se retir6 la solucion, las placas se dejaron secar

a 25 °C durante toda la noche y se conservaron a 4 °C hasta su uso.
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Para realizar el ensayo, las muestras se afiadieron directamente o diluidas en
diluyente de ensayo sobre los pocillos. La placa se incub6é en las condiciones
seleccionadas de tiempo y temperatura y, seguidamente, se lavé 3 veces. A continuacion,
se afiadio el anticuerpo detector conjugado a peroxidasa a la dilucion éptima y se incubo
durante 1 h a temperatura ambiente o 37 °C. Se repitieron los lavados y el ensayo se
revel6 con TMB (Enhanced K-Blue® TMB Substrate, Neogene), que se incubd el tiempo
establecido a temperatura ambiente. La reaccion colorimétrica del sustrato se detuvo con

acido sulfurico 0,5 My los resultados se determinaron en espectrofotometro como Aaso.

I11. 2. 10. 2 Aptaensayos enzimaticos

En este trabajo se han realizado distintos tipos de aptaensayos siguiendo el mismo
esquema que en el caso anterior de los inmunoensayos, pero reemplazando parcialmente

los anticuerpos por aptameros.

I11. 2. 10. 2. 1 Ensayo indirecto de reconocimiento por aptamero ligado
aenzima, ELONA

El antigeno de interés se diluyé a 200 ng/pocillo en solucion de tapizado (KPL
coating solution), se afiadieron 100 ul/pocillo sobre los pocillos de una placa NUNC A/S
y la placa se incubé toda la noche a 4 °C. A continuacion, se realizaron 3 lavados y la
placa se estabilizd por incubacion durante 1 h a temperatura ambiente con PBS, 5% (p/v)
BSA. Los aptameros a ensayar se diluyeron a 100 ng/pocillo en PBS, 1 mM MgCl,, se
estructuraron y se afiadieron 100 pl/pocillo. La placa se incubd 1 h a 260 rpm y
temperatura ambiente, se realizaron tres lavados y se afiadié un anticuerpo monoclonal
anti-digoxigenina marcado con peroxidasa a la dilucion indicada por el fabricante en PBS,
1% (p/v) BSA. La placa se lavo y el ensayo se revel6 afiadiendo 100 pl/pocillo de ABTS

que se incubo durante 20 min en oscuridad determinando Aags.

I11. 2. 10. 2. 2 Ensayo de apta-absorcion ligado a enzimas, ELASA

Los aptameros seleccionados se sintetizaron marcados con un grupo amino
mediante un link de 6 carbonos o con biotina en sus extremos 5’. L0S aptameros se
estructuraron siguiendo el mismo protocolo descrito para la seleccion a una concentracion
de 100 uM en PBS, 1 mM MgCl..
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En el caso de trabajar con aptameros marcados con biotina, se diluyeron a la
concentracion seleccionada como dptima en tampdn carbonato y se tapizaron con ellos
los pocillos de placas de estreptavidina. Mientras que en caso de trabajar con aptameros
marcados con grupo amino se diluyeron a la concentracion optima en tampon sciSPOT
Oligo B1 o0 B2 1X y se utilizaron para tapizar los pocillos de placas Costar de alta
capacidad de union. En ambos casos, las placas se incubaron a 4 °C durante toda la noche.
Al dia siguiente se elimin6 el contenido de los pocillos, se lavaron tres veces y
estabilizaron durante 1 h a temperatura ambiente con solucion de bloqueo vy
estabilizacion. Por dltimo, se elimin6 la solucion y se dejaron secar a temperatura

ambiente durante toda la noche. Las placas se conservaron a 4 °C hasta su uso.

Para realizar el ensayo las muestras se trataron segun el protocolo optimizado para
cada patologia y se afiadieron sobre los pocillos de la placa de ELASA. Las placas se
incubaron a temperatura ambiente o 37 °C durante 2-3 h y, seguidamente, se realizaron 5
lavados. Se afadio el anticuerpo detector correspondiente marcado con peroxidasa a la
dilucion establecida en tampon de ensayo y se incubd 1 h a temperatura ambiente o
37 °C. Tras otros 5 lavados, el ensayo se revel6 con TMB incubando entre 10 y 30 min a
temperatura ambiente. Para terminar, la reaccion colorimétrica se detuvo con &cido

sulfarico 0,5 M y se determind Asso.

I11. 2. 10. 3 Inmunofluorescencia

Las células Sf9 se sembraron en camaras de 8 pocillos sobre cristal tratado para la
adherencia (Falcon, 354108) a una densidad de 165.000 cel/pocillo en un volumen final
de 450 pl. Las cAmaras se incubaron durante 4 h a 27 °C para permitir la adhesion de las
células y, seguidamente, se infectaron los distintos pocillos con un indculo
AcBacPAK8+VP30 de alto titulo a una MDI de 2 ufp/cel. Las células infectadas y control
se incubaron durante 70 ha 27 °C. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron 2 veces
con PBS y se fijaron con una solucion 95:5 acetona:metanol incubando durante 15 min a
—20 °C. Las células fijadas se lavaron 3 veces con PBS y se conservaron en PBS a 4 °C

hasta la realizacion del ensayo.

Las células se lavaron 2 veces durante 5 min con tampon de lavado y se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente con tampdn de bloqueo. A continuacion, se afiadio
el anticuerpo primario a una concentracion de 10 pg/ml en tampon de blogueo y se incubo

durante 2 h a temperatura ambiente con agitacion suave. Se realizaron 3 lavados de 10-
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15 min con tampdn de lavado y agitacion suave, y se afiadid un anticuerpo secundario
marcado con fluoresceina a una dilucion 1/600 en tampon de bloqueo que se incub6 1 h
a temperatura ambiente en oscuridad. Tras esta Gltima incubacion, la camara se desmonto
y se realizaron otros 3 lavados de 10-15 min con agitacion suave del portaobjetos. El
portaobjetos se montd con un cubre y glicerol para su visualizacion y se procedi6 a la
toma de imégenes en microscopio Nikon Eclipse TS 100 excitando con una lampara de
470 nm a un 46 % de intensidad (CoolLED pF-100) durante 100 ms.

I11. 2. 10. 4 Microarrays en suspension (Luminex)

Para el desarrollo del ensayo se llevo a cabo la union de las proteinas diana de cada
patogeno a distintas microesferas, mediante la formacion de enlaces carbodiimida entre
los grupos carboxilo presentes en la superficie de las microesferas y los grupos amino de
las proteinas, siguiendo las indicaciones del fabricante. En este estudio se utilizaron
microesferas paramagnéticas, por ser mas sencillas de manipular y consiguiendo asi
resultados mas reproducibles Para ello, los grupos carboxilo de las microesferas (1x10°)
se activaron siguiendo el protocolo NHS/EDC descrito por la casa comercial [218].
Brevemente, las microesferas activadas se incubaron con distintas cantidades de proteina
(entre 2,5y 10 pg) en un volumen final de 500 pl durante dos horas en oscuridad y con
agitacion rotatoria. Tras la union se llevé a cabo un paso de bloqueo de uniones libres
incubando con PBS, 10 mM imidazol durante 30 min en oscuridad y con agitacion en
noria. Por ultimo, las microesferas se resuspendieron en 1 ml de tampon de almacenaje y

su concentracion se determind por contaje en camara Neubauer.

A continuacion, se realizé un ensayo de confirmacion de la union, mediante el
empleo de diluciones seriadas de un anticuerpo monoclonal especifico, a fin de

determinar la eficacia y las mejores condiciones de la union para los ensayos.

Para la realizacion de los ensayos multiples se prepararon mezclas de las diferentes
microesferas seleccionadas. Cada microesfera se diluyd en la mezcla a una concentracion
final de 25 microesferas/pl en tampon de ensayo (PBS, 1 % BSA en ensayo triple o PBS,
5 % leche, 0,3 % (v/v) Tween20 en ensayo séxtuple). Cincuenta microlitros de la mezcla
se afladieron sobre otros 50 pl del suero a analizar a una dilucién 1/200 en tampon de
ensayo en un pocillo de una placa de 96 pocillos previamente blogueada. La mezcla de
microesferas y suero se incub6 durante el tiempo establecido a temperatura ambiente y

650 rpm en agitador de placas. A continuacion, se realizaron 3 lavados con PBS, 0,3%



Materiales y métodos

(v/v) Tween20 en lavador magnético, se afiadieron 50 pl/pocillo de un AcM a-1gG de
Cerdo (1BH7, Ingenasa) marcado con biotina, a 4 pg/ml en tampon de ensayo, y se incub6
en las condiciones establecidas. Se repitieron los lavados y se afiadieron 50 pl/pocillo de
Estreptavidina marcada con ficoeritrina a 2 pg/ml, que se incubd en las condiciones
Optimas establecidas. Para terminar, se lavo la placa y se resuspendié en 100 pl de PBS,
0,3% (v/v) Tween20. La lectura del ensayo se realizé empleando los equipos MagPIX o
Bio-Plex 200, determinando mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) de la

ficoeritrina de al menos 100 eventos por pocillo para cada cddigo de microesfera.

I11. 2. 11 Analisis estadistico

Para la determinacion del mejor punto de corte en cada ensayo los datos se
analizaron con el software MedCalc 10.1.7.0 (MedCalc Software Ltd., Sedl, Republica
de Corea) mediante un analisis de curva ROC. La evaluacion estadistica de los parametros
diagnosticos entre distintas plataformas se realizd6 mediante analisis de McNemar para
muestras correlacionadas (mismos animales a distintos dias post-infeccion) o mediante
un andlisis de concordancia determinando el valor del factor kappa de Cohen
(comparacion RT-gPCR-ELISA). Por ultimo, para la determinacién de los intervalos de
confianza al 95% de las secciones en que las muestras fueron clasificadas se empleé el

intervalo de puntuacién de Wilson usando el software libre OpenEpi 3.01 [219].
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V. Resultados

A fin de facilitar la exposicion de los resultados, éstos se han organizado en cuatro
apartados con objetivos concretos, dirigidos a mejorar algunas de las lagunas
identificadas en los métodos diagndsticos frente a las patologias estudiadas disponibles

hasta la fecha.

V. 1. Desarrollo de ensayos de deteccion de antigeno
en muestras digestivas empleando aptameros

La diarrea virica porcina es una patologia de alto impacto para la industria que
afecta principalmente a lechones debido a la inmadurez de su sistema inmune y causa
enormes pérdidas econdmicas. Los virus méas habituales que aparecen causando este
cuadro son los coronavirus PEDV y TGEV vy los rotavirus pertenecientes al grupo A.
Estos tres patdgenos dan paso a unos cuadros clinicos muy similares, imposibilitando el
diagnostico por observacion clinica, y obligando a realizar un diagndstico diferencial

empleando pruebas de laboratorio [122, 125].

Actualmente, el diagnostico del rotavirus porcino tipo A puede realizarse mediante
diversas tecnologias: neutralizacién de virus, aislamiento de virus, inmunofluorescencia,
RT-PCR, ELISA e incluso LFA vy se dispone de ensayos comerciales para el diagnostico
[122]. Sin embargo, la sensibilidad de los ensayos tipo ELISA y LFA disponibles, aunque
mejor que para otras patologias en las que la carga viral es menor, sigue sin igualar a la
sensibilidad de la RT-PCR. Por ese motivo, en la presente tesis se ha trabajado en la
mejora de los ensayos disponibles para deteccion de antigeno de rotavirus porcino tipo A
a traves de una tecnologia novedosa como es el uso de aptameros. Para el diagnostico se
selecciond como diana la proteina VVP6 por ser el antigeno empleado para la clasificacion

de los rotavirus en grupos.
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IV.1.1 Clonaje, expresion y purificacion de proteinas
recombinantes

Como material de partida para la amplificacion y posterior clonaje del gen
codificante de la VP6 de PRVA se partié del indculo VR-893™ de este virus obtenido de
la ATCC. El in6culo se amplifico sobre cultivo de células MA104 como se detalla en el
apartado de materiales y métodos a fin de obtener un stock de virus. En la siguiente figura

se muestra el efecto citopéatico causado por el virus sobre la monocapa de células MA104.

FIGURA IV.1| Cultivo de PRVA sobre monocapa de células MA104. A. Células MA104 sin
infectar. B. Células MA-104 tras 24 h de infeccion con PRVA.

El ARN gendémico del virus se extrajo y se amplifico la secuencia de interés
mediante RT-PCR como se recoge dentro del apartado 111.2.4 de materiales y métodos,
obteniéndose una banda de aproximadamente 1200 pb, correspondiente al tamafio
esperado [Figura IV.2].

PM(pb) 1 2

FIGURA IV.2| Amplificacién del gen codificante de la proteina VP6 de PRVA. Electroforesis
en gel de agarosa y tincion con gelRed de 1. Control negativo y 2. Gen VP6 amplificado, tras RT-PCR
(tamafio esperado 1196pb).
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Tras la amplificacion por RT-PCR, el producto de PCR se purificé por
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion, se clon6 en el plasmido de clonaje
del sistema Gateway (pCR8/TOPO/GW) vy, a partir de éste, se subclon6 en diversos
plasmidos de expresion. Para la expresion en el sistema heterdlogo de E. coli, el gen
codificante de la proteina de interés se clond en los pldsmidos: pDEST14 para la
expresion de la proteina sin péptidos de fusion, pDEST15 para la expresion de la VP6
fusionada a GST y pDEST17 para la expresion de la VVP6 fusiona al péptido 6xHis [Tabla
11.3].

En total, en el presente trabajo de tesis se obtuvieron 6 variantes de la proteina VP6

de PRVA que se recogen a modo de resumen en la Figura IV.3.

Eﬂ VP6 PRVA
2
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5 % Escherichia coli BVES
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& Extracelular
NO P””f EC“C'._{}'.] def mcuun FPurificacion de fraccion Cromatografia
m.sr)lubl'.ey .s()..!'ubrhz.'.acmn insoluble y solubilizacion de afinidad con
mediante sarcosilo T — AeM 1GHS

Ultracentrifugacion
de la fraccion
celular soluble

Meétodo de
purificacion

FIGURA IV.3| Resumen esquematico de las distintas proteinas VP6 recombinantes. En la
figura se indica el sistema de expresion empleado para la obtencion de cada variante de VVP6, el vector
de expresion, la proteina producida indicando en caso necesario los péptidos de fusién y el método de

purificacion aplicado para la recuperacion.

En primer lugar, se seleccionaron las mejores condiciones para la expresion de las
proteinas recombinantes. Para ello, se realiz6 una cinética de expresion con células E. coli
BL21-Al transformadas con los plasmidos obtenidos y se valoraron los extractos
celulares totales a distintos tiempos post-induccion mediante SDS-PAGE vy posterior

tincion con azul de Coomassie y western blot.
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Como se muestra en la Figura 1V.4B-C, tanto en el caso de la construccion
pDEST15+VP6 como para la pDEST17+VP6 se observa un aumento lineal con el tiempo
de una banda que corresponde con los tamafos esperados para las proteinas expresadas

en estas construcciones (70 kDa y 46,5 kDa respectivamente).

VP6 (pDEST14) GST-VP6 (pDEST15) 6xHis-VP6 (pDEST17)

PM (kDa)
250 —
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FIGURA IV.4| Cinéticade expresion de la proteina VP6 en células de E. coli. Analisis mediante
SDS-PAGE vy posterior tincion con azul de Coomassie de los extractos totales bacterianos recogidos
a distintos tiempos post-induccién (de 0 (to) a 5 h) en células E. coli (BL21) transformadas con los
distintos plasmidos de expresion. La flecha indica los pesos moleculares esperados para las proteinas
expresadas en cada caso: A. pDEST14+VP6, (VP6, 44 kDa), B. pDEST15+VP6 (GST-VP6, 70 kDa)
y C. pDEST17+VP6, (6xHis-VP6, 46,5 kDa).

Mediante western blot con anticuerpos monoclonales especificos frente a los
péptidos de fusion (GST y 6xHis respectivamente), se comprobd que la proteina que
aumentaba su expresién en cada caso era la proteina recombinante de interés (resultado
no mostrado). Sin embargo, en el caso de la construccion pDEST14+VP6 [Figura IV.4A],
se observa el aumento de una proteina de aproximadamente 30 kDa, un tamafio menor al
esperado (44 kDa) que no fue reconocida en western blot por el anticuerpo monoclonal
1GHS5 (anti-VP6, Rotavirus) disponible por trabajos previos del laboratorio, por lo que
esta construccion se descartd. Las proteinas producidas se encontraban en la fraccién
insoluble de las células, de modo que, a partir del cultivo recogido a las 5 h post-
induccién, se procedi6 a la purificacion de éstas a partir de cuerpos de inclusion
bacterianos y posterior solubilizacion mediante sarcosilo, como se describe en el apartado
111.2.7.1.1 de materiales y métodos. Las distintas fracciones recogidas durante el proceso
se evaluaron mediante SDS-PAGE y posterior tincion con azul de Coomassie y western
blot.
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FIGURA IV.5| Purificacion a partir de cuerpos de inclusion bacterianos de la proteina VVP6.
Analisis mediante SDS-PAGE de las fracciones recogidas durnate proceso de purificacion de las
proteinas recombinantes producidas en E. coli (BL21) a 5 h post-induccion: A. GST-VP6 y B. 6xHis-
VP6. SB, Fraccion celular soluble; L1, primer lavado de la fraccidn celular insoluble; L2, segundo

lavado; P, proteina semipurificada.

Como se observa en la Figura V.5, el protocolo de purificacion aplicado muestra
una eficiencia muy alta, perdiéndose una minima cantidad de proteina en el proceso. En
ambos casos, la proteina mayoritaria obtenida tras la purificacién fue la proteina
recombinante de interés VVP6. Si bien, se observan también proteinas de un tamafio menor
al esperado que pueden deberse, en parte, a un proceso parcial de protedlisis por la
recogida del cultivo a un tiempo largo post-induccion que trae consigo el aumento de

proteasas en el medio.

Las proteinas se cuantificaron en base a una curva de BSA obteniéndose una
concentracion final de 0,75 mg/ml (GST-VP6) y 1 mg/ml (6xHis-VP6) con un
rendimiento total de 9 mg y 8 mg, respectivamente, a partir de un cultivo de 100 ml de
bacterias. En base a los resultados obtenidos, para la obtencion de las proteinas GST-VP6
y 6xHis-VP6, se seleccionaron como condiciones 6ptimas para la expresion, la recogida

del cultivo 5 h tras la induccidon de la expresion de la proteina recombinante.

Por otro lado, para la expresion heteréloga en células de insecto empleando el
sistema de expresion de baculovirus (BVES), el gen codificante de la VP6 se subcloné a
partir del plasmido de clonaje en los plasmidos de transferencia: pAcGP67/GW para la
expresion extracelular de la proteina, pBacPAK8/GW para la expresion intracelular de la
proteina sin etiquetas y pACHLTA/GW para la expresion intracelular de la proteina
fusionada al péptido 6xHis [Tabla 111.3].
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Los plasmidos de transferencia pBacPAK8/GW+VP6, pAcCHLTA/GW+VP6 y
pPAcGP67/GW+VP6 se emplearon para la obtencion de baculovirus recombinantes
mediante cotransfeccion de células Sf9 con el ADN de baculovirus BacPAKG6 digerido
con la enzima de restriccion Bsu361 y el plasmido de transferencia con el gen de intereés,
siguiendo los protocolos descritos en el apartado 111.2.3.1 de materiales y métodos. Tras
realizar el aislamiento de clones de baculovirus siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 111.2.3.2, se seleccionaron 5 placas de lisis blancas y se evalud su capacidad de
expresion de proteina recombinante. Aquellos clones que mostraron mayor capacidad de
produccion se emplearon para obtener in6culos de alto titulo viral. A modo de ejemplo,
se muestran los resultados obtenidos en la seleccion del mejor clon para el baculovirus
recombinante ACHLTA+VP6.

Como se observa en la Figura IV.6A, las placas de lisis 1, 2 y 5 muestran un alto
nivel de produccién de una proteina cuyo peso molecular coincide con el esperado para
la proteina recombinante de interés (46 kDa). Por evaluacion mediante western blot con
un anticuerpo monoclonal especifico del péptido de fusion de la proteina [Figura IV.6B],
se confirmé que la proteina del tamafio esperado se trataba de la proteina de interés, que
se localizaba tanto en la fraccion celular soluble como en la insoluble. Para la obtencion
del indculo de alto titulo viral, se selecciond el clon 2 de baculovirus recombinante
AcHLTA+VP6. En el caso del clon 3, no se aprecia sobreexpresion de ninguna proteina
mientras que en el caso del clon 4, la sobreexpresion es de una proteina de un tamafio
ligeramente inferior al esperado que no fue reconocida de forma especifica por el

anticuerpo monoclonal anti-6xHis, por lo que estos virus se descartaron.
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FIGURA IV.6| Analisis de la expresion de la proteina VP6 (AcHLTA+VP6). Analisis mediante
SDS-PAGE de la produccion de proteina recombinante VP6 por infeccion de células Sf9 con clones
aislados de baculovirus ACHLTA+VP6. A. Tincién con azul de Coomassie de la fraccion insoluble de
las células Sf9 infectadas con 5 clones aislados (1-5) de baculovirus AcCHLTA-VP6. B. Evaluacion
mediante western blot con el AcM anti-6xHis de fracciones celulares insolubles y solubles de las

mismas células infectadas.
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Este mismo flujo de trabajo se siguié para la obtencion de baculovirus
recombinantes AcBacPAK8+VP6 y AcGP67+VP6. Tras la obtencion de los inoculos de
alto titulo viral, se determinaron las concentraciones virales de cada uno de ellos,
estableciéndose en 8x10® ufp/ml para el indculo de baculovirus recombinante
AcHLTA+VP6, 6,5x108 ufp/ml para el de AcBacPAK8+VP6, y 7x108 ufp/ml para el de
AcGP67+VP6. A partir de los inoculos de alto titulo se realizaron experimentos

reproducibles para seleccionar las condiciones dptimas de expresion de las proteinas de
interés.

Por experiencia previa del laboratorio, para la expresion de proteina de forma
intracelular (AcHLTA+VP6 y AcBacPAK8+VP6) se ensayaron multiplicidades de
infeccion (MDI) de 0,1, 1y 2 tomando muestras a las 72, 96 y 120 h post-infeccion que
se procesaron separando fraccion soluble e insoluble como se describe en materiales y
métodos. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos a partir del indculo de
baculovirus recombinante AcCHLTA+VP6 [Figura IV.7].
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FIGURA IV.7| Cinética de expresion de la proteina 6xHis-VP6 en células Sf9. Analisis
mediante SDS-PAGE de las fracciones celulares solubles (FS) e insolubles (FI) recogidas a distintas
MDI y tiempos post-infeccién empleando el indéculo AcHLTA+VP6, para su posterior analisis

mediante tincidn con azul de Coomassie (A) y western blot con el AcM 1GH5 (B).
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Tanto en el caso del indculo de baculovirus recombinante ACHLTA+VP6 como en
el de AcBacPAK8+VP6 (resultado no mostrado), se establecieron como condiciones
Optimas para la produccion de las proteinas de interés la infeccion a una MDI de 1 ufp/cel
con recogida del cultivo a las 96 h post-infeccion. En ambos casos, la totalidad de la
proteina recombinante producida se obtuvo en la fraccién celular insoluble, por lo que se
procedi6 a su purificacion a partir de esta fraccién mediante solubilizacion con sarcosilo.
En el caso de la VP6 (AcBacPAK8+VP6), parte de la proteina producida se perdid

durante el protocolo de purificacion, especialmente en las fases de lavado.
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FIGURA IV.8| Cuantificacion mediante SDS-PAGE de las proteinas 6xHis-VP6
(AcHLTA+VP6) y VP6 (AcBacPAK8+VP6). Proteinas expresadas de forma intracelular en células
de insecto y purificadas a partir de la fraccién celular insoluble y posterior solubilizacién con sarcosilo,

cuantificadas en referencia a curva de BSA.

Las proteinas recombinantes se cuantificaron en base a una curva de BSA [Figura
IV.8] obteniéndose a una concentracion de 0,4 mg/ml (6xHis-VP6, ACHLTA+VP6) y
0,6 mg/ml (VP6, AcBacPAK8+VP6), con una pureza en ambos casos muy elevada, no
observandose otras bandas de proteinas en SDS-PAGE, como se muestra en la Figura
IV.8. En ambos casos, los rendimientos totales obtenidos fueron elevados, alcanzandose
un rendimiento de 8 mg por 1x108 cel Sf9y 6 mg por 1x108 cel Sf9, respectivamente.

Del mismo modo, con los baculovirus disefiados para la expresion extracelular
(AcGP67+VP6) se infectaron celulas adaptadas al crecimiento en medio sin suero (Sf900)
con multiplicidades mas bajas, de 1, 10" y 10" ufp/cel, recogiendo muestras a los mismos
tiempos post-infeccidn (72, 96 y 120 h), y evaluando tanto las fracciones celulares de las
Sf900 como el medio de cultivo. En la Figura 1VV.9 se muestran los resultados obtenidos

a las 120 h post-infeccion.
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FIGURA IV.9| Cinética de expresién de la proteina VP6 en células Sf900. Analisis mediante
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SDS-PAGE de la fraccion celular soluble (FS), insoluble (FI) y medio de cultivo (M) recogidas a
120 h post-infeccién con el indculo AcGP67+VP6, para su posterior: (A) tincion con azul de

Coomassie y (B) evaluacion mediante western blot con el AcM 1GH5.

En este caso, no se aprecia una clara sobreexpresion de ninguna proteina en las
fracciones celulares de las Sf900 analizadas [Figura 1V.9A], obteniéndose la proteina
recombinante en la fraccion extracelular. De la observacion de la figura 1V.9B, se puede
deducir que, en su proceso de secrecion, la proteina VP6 sufre una modificacion que
aumenta su peso molecular de forma secuencial en SDS-PAGE. Al favorecer el paso de
la proteina por la maquinaria de secrecion, lo méas factible era que la proteina se
modificara por un proceso post-traduccional de glicosilacion, que se confirmé mediante
tinciobn PAS de la proteina purificada (resultado no mostrado). Este proceso se ve
favorecido al infectar los cultivos celulares a MDI bajas y recogerlos a tiempos largos
post-infeccion. Como condiciones 6ptimas se seleccionaron la infeccion con baculovirus
recombinantes AcGP67+VP6 a 102 ufp/cel con recogida del cultivo a las 120 h post-

infeccion.

La purificacion de esta proteina soluble del medio de cultivo se realiz6 mediante
purificacion por cromatografia de afinidad con el AcM 1GH5. La proteina se obtuvo con
una elevada pureza y a una concentracion de 0,2 mg/ml [Figura 1V.10], obteniéndose un
rendimiento total de 1 mg de proteina por cada 1x108 células infectadas. En el analisis de
SDS-PAGE de la proteina VVP6 extracelular, se observo la presencia clara de una proteina
contaminante de mas de 150 kDa de peso molecular, que fue reconocida de forma

especifica por el AcM 1GH?5 en analisis mediante western blot.
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FIGURA 1V.10 | Cuantificacion de la proteina VP6 expresada en células Sf900. Analisis
mediante SDS-PAGE y posterior tincion con azul de Coomassie de la proteina VP6 (AcGP67) para

cuantificacion en base a curva de BSA

Por ultimo, dado que la proteina VP6 forma en el virus una capsida de forma
independiente, se evalud la capacidad de las proteinas recombinantes producidas en
células de insecto de formar estructuras cuaternarias. En el caso de la proteina VP6
producida en la fraccién celular insoluble (AcBacPAK8+VP6) se aplico el protocolo de
purificacion por ultracentrifugacion sobre colchones de sacarosa, mientras que las
proteinas producidas extracelularmente se observaron directamente mediante
microscopia electrénica, tras la purificacion por cromatografia de afinidad, para evaluar
su capacidad de formar estructuras de forma espontanea.

FIGURA 1V.11| Fotografias de microscopia electrénica de la proteina VP6 recombinante.
Fotografias tomadas tras tincion negativa de las proteinas recombinantes \VP6 obtenidas en células de
insecto. A. Proteina expresada de forma extracelular (AcGP67+VP6) y purificada por columna de
afinidad. B. Proteina expresada de forma intracelular (AcBacPAK8+VP6) y purificada por
ultracentrifugacion sobre colchones de sacarosa. La barra muestra el tamafio a dichos aumentos de
100 nm.
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En la Figura IV.11 se observa que las proteinas glicosiladas no forman de manera
espontanea estructuras cuaternarias en el medio de cultivo. Asi, en la fotografia de
microscopia electronica solo se observa la presencia de proteinas globulares que, segun
bibliografia, podrian corresponderse con trimeros de la proteina VP6 [Figura IV.11A].
Asi mismo, tras aplicar el protocolo de ultracentrifugacion sobre gradientes de sacarosa,
donde se favorece la formacion de uniones entre proteinas, la proteina VP6 expresada de
forma intracelular en células de insecto forma nanotubulos de alrededor de 75 nm de
diametro con un patrén que coincide con las fotografias de microscopia electronica del
PRVA [Figura 1.11; Figura IV.11B]. Mediante este protocolo se obtuvo un rendimiento
muy elevado de 12 mg totales de un cultivo de 1x108 cel.

La inmunogenicidad de las distintas proteinas recombinantes VVP6 obtenidas se
evalué mediante ensayo ELISA indirecto con un suero de referencia para Rotavirus
porcino disponible en el laboratorio.
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FIGURA 1V.12 | Evaluacion de la inmunogenicidad de las proteinas VP6 de PRVA. Sefiales de
Ausp obtenidas en ELISA indirecto realizado sobre pocillos tapizados a concentraciones decrecientes

de la proteina VVP6 a evaluar.

Como se observa en la grafica de la Figura IV.12, las proteinas producidas en
E. coli mostraron una curva de titulacion que se aplané a partir de valores de 0,5 de
Absorbancia para las dos proteinas, no obteniéndose valores por debajo de ese valor.

Estos valores de Absorbancia en muestras negativas pueden deberse a la presencia de
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proteinas contaminantes del sistema de E. coli que comprometerian el desarrollo de
ensayos tipo ELISA indirecto, por lo que se descartaron. Tanto la proteina 6xHis-VP6
(ACHLTA+VP6) como la proteina VP6 (AcBacPAK8+VP6) producidas en BVES y
purificadas a partir de la fraccion celular insoluble muestran buenas curvas de titulacion,
Ilegando practicamente a valores de 0 de Absorbancia y obteniéndose lecturas superiores
a 2 para los puntos de mayor concentracion de proteina recombinante. En ambos casos,
el ultimo punto de proteina detectado se corresponde con el pocillo tapizado a
15,6 ng/pocillo. Al aplicar el protocolo de purificacion por ultracentrifugacion sobre
colchones de sacarosa, el reconocimiento de la proteina VP6, AcBacPAKS8 expresada en
BVES se ve incrementado, detectando menores cantidades de proteina recombinante que
con la proteina que, presumiblemente, estara sin estructurar por el protocolo de
purificacion aplicado. La proteina glicosilada (VP6, AcGP67+VP6) fue, con diferencia,
la que mejores resultados mostro, detectdndose menores cantidades de proteina
recombinante que con el resto de las proteinas producidas. Sin embargo, dado que el
motivo estructural observado en los nanotdbulos fue idéntico al observado en el virus
nativo, se decidié emplear dicha proteina para la seleccion de aptdmeros, por preverse

que reconocerian de forma mas especifica las particulas virales del PRVA.

IV.1.2 Seleccidn de aptameros especificos frente a la VP6

La seleccion de aptameros especificos se llevd a cabo sobre placas de
microtitulacion. Los nanotibulos se capturaron en los pocillos a través del AcM 1JF10y
como contraseleccion se emplearon pocillos tapizados uUnicamente con el AcM, en

ausencia de nanotubulos.

Para la seleccion, se emplearon 100 pmol de proteina recombinante (3 pocillos) que
se incubaron siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos. En total, hubo que
realizar 9 rondas SELEX para la obtencion de una especificidad suficiente, asi como 3
rondas de contraseleccion antes de las rondas 3, 6 y 9. Las poblaciones obtenidas tras las
rondas 3, 6 y 9 se marcaron con digoxigenina para evaluar su respuesta frente al antigeno
diana en ensayo ELONA [Figura 1V.13].
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FIGURA 1V.13 | Evaluacion de poblaciones SELEX frente a la VP6 mediante ELONA. Sefial de
Auos en ELONA frente a la VP6 (AcBacPAKS) de PRVA de las poblaciones de aptdmeros obtenidas
tras las rondas 3 (R3), 6 (R6) y 9 (R9) del proceso SELEX de seleccién, asi como de la poblacién
inicial RND40, marcadas con digoxigenina. Como proteina negativa se incluyé BSA. Como control

negativo, los pocillos se incubaron en ausencia de aptameros (Anti-Digo).

De la observacion de la Figura 1V.13 se determino que la especificidad de la ronda
9 de seleccidn aplicando la metodologia SELEX tenia una especificidad suficiente por la
proteina VP6 de PRVA para la identificacion de aptameros individuales, por lo que esta
poblacién se clond y se evalud la respuesta de los clones aislados mediante ELONA a fin

de seleccionar a los mejores candidatos [Figura 1V.14].
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FIGURA 1V.14 | Evaluacion mediante ELONA de clones de aptdmeros aislados frente a la VP6.
Sefial de Asgs obtenida mediante ELONA frente a la VP6 (AcBacPAKS8) de PRVA vy la proteina
empleada como control negativo (BSA), incubando con aptdmeros marcados con digoxigenina de
forma diferencial en la cadena directa (F) o reversa (R) a partir de clones aislados. Como control

negativo se introdujeron pocillos incubados en ausencia de aptameros (Anti-DIGO).

Los mejores candidatos de acuerdo con los resultados observados en la Figura V.14

fueron los aptameros: 9.3R, 9.10R y 9.11F, que se sintetizaron de forma quimica y se
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realiz6 su caracterizacion. Los valores de afinidad de estas moléculas se recogen en la

siguiente tabla.

Nombre Estructura Kd (nM) Bmax (Aaos)
Ap 9.3R ND ND
Ap 9.10R 1,990 £ 0,121 2,395+ 0,076

Ap 9.11F 5,916 + 2,555 3,102 + 0,769

Como se muestra en la Tabla 1V.1, los aptameros seleccionados muestran unos
parametros de afinidad prometedores, con constantes de disociacion (Kd) del orden nM,
lo que hace que sean buenos candidatos para el desarrollo de nuevos metodos
diagndsticos. Asi mismo, los valores de Absorbancia maxima a 405 nm (Bmax) de todos
los aptameros se encuentran entre 2,3 y 3,1, permitiendo amplios rangos de Absorbancia

en los ensayos diagndsticos.

La prediccion estructural in silico realizada con el software RNAfold de los
aptameros 9.3R, 9.10R y 9.11F se muestra en la Tabla IV.1. La escala de color indica la
probabilidad de formacién de puentes de hidrdgeno entre bases, asociando los colores
calidos (rojo, naranja y amarillo) con una mayor probabilidad de formacién de uniones
que los colores frios (azul y verde). Con recuadros negros se marcan los residuos de
guanina implicados en la formacion de un plano G-cuéadruple. De los tres aptdmeros, el
maés estable de acuerdo con la prediccion estructural in silico es el aptdmero 9.11F puesto
que, segun el software empleado, presenta la capacidad de formar una estructura
G-cuédruple en su configuracion tridimensional.
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IV.1.3 Desarrollo de inmunoensayos ELASA para la
deteccion de antigeno en muestras

Los cuatro aptameros seleccionados se emplearon para tratar de desarrollar ensayos
ELASA. Como técnica de referencia, se emple6 el DAS-ELISA comercial INgezim
11.RTP.K3, validado para la deteccidn de antigeno de PRVA en muestras de heces que

emplea para la captura y deteccién del virus el mismo anticuerpo monoclonal: 1JF10.

En primer lugar, todos los aptdmeros seleccionados se sintetizaron con un grupo
biotina en el extremo 5°. Los aptdmeros se tapizaron a una concentracion saturante
(0,5 uM) sobre placas de estreptavidina y se realizé una dilucion seriada de la proteina
recombinante. De este ensayo se determind que el mejor aptamero para emplear como
molécula capturadora era el aptamero 9.3R, por ser el que mayores sefiales exhibia con la
proteina diana VP6, mostrando unas sefiales de Absorbancia bajas con la proteina
empleada como control negativo y mostrando una buena especificidad. El aptdmero
9.10R mostré sefiales mas bajas por la proteina diana que el 9.3R en la primera
aproximacion, pero, dado que no exhibid sefiales elevadas de Absorbancia con el control
negativo, se continud trabajando con él para seleccionar las mejores condiciones. Por
ultimo, el aptdmero 9.11F exhibio6 las sefiales mas elevadas con la proteina empleada
como control negativo (resultado no mostrado) por lo que se descartd por no mostrar una
buena especificidad. Se decidi6 trabajar en paralelo con los aptdmeros 9.3R y 9.10R como

moléculas capturadoras.

A continuacion, se procedio a seleccionar la mejor molécula detectora. Para ello, se
realizé una nueva titulacién empleando la proteina diana VVP6 capturada con el aptdmero
9.3Ry la proteina empleada como control negativo, revelando el ensayo en paralelo con
los dos anticuerpos monoclonales disponibles frente al PRVA: 1GH5 y 1JF10 marcados
con peroxidasa [Figura 1V.15].
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FIGURA 1V.15 | Evaluacion AcMs frente a la VP6 en ELASA. ELASA de PRVA empleando los
dos AcMs especificos de la VP6 de PRVA como molécula detectora en combinacion con el aptdmero
9.3R como capturador. El eje Y muestra los valores de Absorbancia a 450 nm y el eje X la

concentracion de proteina ensayada.

Como se observa en la Figura V.15, la sefial obtenida con la proteina recombinante
VP6 capturada con el aptamero 9.3R y empleando como revelador el anticuerpo 1GH5
conjugado a peroxidasa, es superior tras solo 10 min de incubacion con TMB a la sefial
obtenida a los 30 min de incubacién cuando se emple6 como revelador el AcM 1JF10, no
observandose grandes diferencias en las sefiales obtenidas con la proteina empleada como
control negativo. Por otro lado, se observa que al afiadir 100 ng/pocillo (1 pg/ml) de
proteina la sefial de Absorbancia obtenida es muy baja, no superando el 1,5 de intensidad.
Por este motivo, para el desarrollo del ensayo ELASA se selecciond como molécula

reveladora el AcM 1GH5 conjugado a peroxidasa.

Empleando los dos candidatos mencionados, se ensayaron las distintas estrategias
descritas en materiales y métodos para el recubrimiento de las placas de microtitulacion.
Brevemente, los aptdmeros se modificaron en el extremo 5’ mediante un grupo biotina
para recubrir placas de estreptavidina o se modificaron en el extremo 5’ mediante un
grupo amino a través de un conector de 6 carbonos para recubrimiento de placas de
poliestireno. Las mejores condiciones se determinaron seleccionando aquéllas que
mostraban un mayor limite de deteccion para la VP6 y que, a su vez, mostraban menores
sefales frente a la proteina empleada como control negativo, que se afiadio a la maxima
concentracion ensayada para la VP6 (125 ng/pocillo). Los valores de Absorbancia
obtenidos con las distintas concentraciones de proteina recombinante se muestran en la
Figura IV.16.
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FIGURA 1V.16 | Evaluacién de aptdmeros de PRVA en ELASA. Curva de titulacion de proteina
recombinante VP6 (AcBacPAKS) sobre los aptdmeros capturadores 9.3R y 9.10R empleando distintas
estrategias de recubrimiento: B1, aptamero amino en sciSPOT Oligo B1 sobre placas de poliestireno,
B2, aptdmero amino en sciSPOT Oligo B2 sobre placas de poliestireno y TC, aptamero biotina en
tampdn carbonato sobre placas de estreptavidina; en combinacién con el AcM 1GH5-PO como
revelador. El eje Y muestra los valores de Absorbancia a 450 nm y el X la concentracion de proteina

recombinante afiadida a los pocillos.

Como se muestra en la figura anterior, la modificacidn de los aptdmeros mediante
un grupo amino y el recubrimiento de pocillos de placas de poliestireno empleando
tampones especificos para el recubrimiento con moléculas de ADN (sciSPOT) es la
aproximacion que mejores resultados muestra, con mayores valores de Asso manteniendo
fondos bajos en el control negativo. EIl tampdn usado de forma habitual en la disolucion
de proteinas para el recubrimiento (tampdn carbonato), no favorece la uniéon mediada por
grupo amino de estas pequefias moléculas a la superficie del pocillo, obteniendo sefiales
de Absorbancia méas bajas que en el resto de las combinaciones, que se pierden tras el
primer punto de dilucion. Sin embargo, al emplear aptdmeros modificados con un grupo
biotina y recubrir placas previamente tapizadas con estreptavidina, no se observaron
diferencias entre el uso de tampon carbonato o el tampon especifico para el recubrimiento
con moléculas de ADN. En este caso concreto, la modificacion de los aptdmeros con un
grupo biotina, muestra unos valores de Auso inferiores al uso de aptameros modificados
con un grupo amino, que hacen que con esta aproximacion se obtenga un limite de

deteccion de, aproximadamente, 150 ng/ml.
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Como se aprecia en la figura, el aptdmero 9.3R se ve favorecido al diluirle en
tampdn comercial sciSPOT Oligo B1 para el recubrimiento de placas mientras que el
aptamero 9.10R se ve favorecido al emplear el tampon sciSPOT Oligo B2. En estas
condiciones, ambos aptameros muestran un limite de deteccion de, aproximadamente,

80 ng/ml.

Una vez seleccionadas las mejores condiciones para la puesta a punto del ensayo
tipo ELASA, la sensibilidad analitica se compar6 con la obtenida empleando el ensayo
DAS-ELISA comercial usado como referencia. Dado que tanto el aptamero 9.3R como
el 9.10R mostraban una curva de titulacion muy similar en sus condiciones optimas, se
decidi6 continuar trabajando con el aptdmero 9.3R, ya que era el que habia mostrado
resultados mas interesantes en experimentos previos. En la Figura 1V.17 se observa
claramente que, a pesar de la optimizacion llevada a cabo, el ensayo ELASA presenta una
sensibilidad muy inferior al DAS-ELISA comercial para esta patologia con la proteina
recombinante, pasando de un limite de deteccién (Gltimo valor de concentracion de
proteina detectado) en el DAS-ELISA superior a 19 ng/ml (1,9 ng/pocillo), a los 80 ng/ml
(7,81 ng/pocillo) obtenidos con el ELASA.

3.5 -
DAS-ELISA

ELASA (9.3R)
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FIGURA IV.17 | Comparacion entre la sensibilida analitica del ELASA y del DAS-ELISA de
PRVA. Curva de titulacion de la proteina recombinante VP6 (AcBacPAKS8) de PRVA estructurada
en nanotubulos mediante INgezim 11.RT.K1y ELASA empleando el aptdmero 9.3R como capturador
y el AcM 1GH5-PO como revelador.

Este resultado se comprob6 analizando un pequefio grupo de muestras de heces

obtenidas en campo: 10 muestras positivas y 10 muestras negativas caracterizadas
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previamente en el CICAP mediante RT-gPCR. Las muestras se analizaron en paralelo
empleando el DAS-ELISA comercial y el ELASA optimizado en el presente trabajo. Los
resultados de Absorbancia a 450 nm obtenidos con cada uno de los ensayos para las
muestras individuales se muestran en la Figura 1V.18
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FIGURA IV.18| Correlacion entre ELASA y DAS-ELISA para deteccion de antigeno de
PRVA. Resultados de Absorbancia a 450 nm obtenidos para las muestras positivas (puntos azules) y
negativas (puntos naranjas) de PRVA segln la caracterizacion realizada por RT-gPCR obtenidos con
el ensayo ELASA (Eje Y) y con el ensayo DAS-ELISA (Eje X). Las lineas discontinuas muestran el

valor de Absorbancia empleado como punto de corte para ambos ensayos (0,2).

Mientras que el DAS-ELISA fue capaz de detectar todas las muestras positivas con
un intervalo amplio de Absorbancias (0,4 - 3), el ELASA solo detectd 4 de las 10 muestras
positivas evaluadas en el andlisis. Aunque la especificidad mostrada por el ELASA era
elevada, la sensibilidad obtenida fue de un 40 % comparada tanto con la técnica de
referencia empleada en la caracterizacion de muestras de antigeno, RT-qPCR, como con
el DAS-ELISA, como cabia esperar de la observacion de las sensibilidades analiticas
calculadas para los dos inmunoensayos. Asi mismo, los resultados de Asso de las muestras
que dieron un resultado positivo con el ELASA fueron mucho mas bajos que su
correspondiente dato obtenido con el DAS-ELISA con unas sefiales que no llegaron a los
0,3 de Absorbancia en ningin caso para las muestras con mayor carga viral segun el
DAS-ELISA [Figura IV.18].
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V. 2. Desarrollo de ensayos de deteccidon de antigeno
en muestras respiratorias empleando aptameros

Como se ha comentado previamente, el complejo respiratorio porcino (PRDC) es
uno de los problemas sanitarios mas importantes que afectan a la industria porcina en
todo el mundo, con una morbilidad entre el 10 y el 70 % y una mortalidad entre el 2 y el
20 %. Este sindrome rara vez se asocia con un Unico patégeno. Lo més habitual es
encontrar sobreinfecciones con distintos microorganismos, unos primarios, que debilitan
al animal, y otros, que establecen infecciones secundarias aprovechando el estado
generado por la infeccion primaria. Por ello, su diagnostico temprano es crucial para el
control de la patologia. Generalmente, los agentes mas comunes que se encuentran en las
granjas causando estas infecciones primarias son el virus Influenza porcino (SIV),
Mycoplasma hyopneumoniae, circovirus porcino tipo 2 (PCV2) y el virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) [10, 135]. Asi mismo, las lesiones causadas
por muchos de estos patdgenos a nivel pulmonar son indistinguibles, por lo que es
necesario acudir al diagnostico laboratorial para aplicar el mejor tratamiento en cada caso
[220].

Como referencia para la descripcién de los métodos disponibles, se usé, entre otras
fuentes, la web DISCONTOOLS, una pagina desarrollada dentro de un proyecto
colaborativo entre la comunidad investigadora, reguladores, organizaciones
internacionales, veterinarios y granjeros para identificar las necesidades del sector
ganadero en cuanto a herramientas de control de enfermedades infecciosas: diagnosticos,

vacunas y productos farmacéuticos (accesible en linea en https://www.discontools.eu/).

En DISCONTOOLS se recoge informacién actualizada cada 5 afios de un total de 53
patologias animales. En lo que respecta a las patologias respiratorias objeto de estudio,
actualmente se dispone de técnicas de diagnostico directo para todos estos patdgenos
entre los que se encuentra la RT-PCR o la PCR en funcion del material genomico del
microorganismo, la inmunohistoquimica o inmunofluorescencia sobre secciones de tejido
gue Unicamente puede realizarse en evaluaciones post-mortem y el aislamiento del agente
patogeno bien en cultivo puro (M. hyopneumoniae) o bien sobre cultivo celular. Para los
casos de M. hyopneumoniae, PRRSV y PCV2 no se dispone de métodos basados en la
técnica ELISA para detectar antigeno en muestra, lo que dificulta el diagnéstico [198].
Mientras que para SIV se dispone de algunos ensayos de formato ELISA a nivel

comercial cuyas sensibilidades presentan todavia margen para la mejora [198]. Por ese
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motivo, ante las maltiples ventajas técnicas que los aptameros ofrecen al diagndstico en

combinacion con los anticuerpos, se decidié trabajar con estos 4 patogenos en el

desarrollo de nuevos meétodos diagnodsticos empleando la tecnologia ELASA para

proporcionar herramientas de aplicacion sencilla para la identificacion de estos

patdgenos.

En la Tabla V.2 se resumen todas las tecnologias desarrolladas hasta la fecha para

el diagnostico directo de dichos patdgeno, tanto a nivel comercial como recogidas en

bibliografia y la técnica de referencia indicada por la autoridad competente, la OIE.

Gold-
Pat6égeno PCR/RT-PCR Inmunoensayo Aislamiento Otros
standard
Sobre cultivo de . .
) Aislamiento
PRRSV RT-PCR IHC Macro6fagos ISH L
) y tincién
alveolares porcinos
PCR mdltiple con Sobre células PK15y
PCV2 deteccion IHC confirmacién ISH, Tipado IHC
diferencial de PCV1 mediante PCR
Aislamiento por .
Iti distint Tipado Aislamient
cultivo en distintas islamiento
S\ RT-PCR DAS-ELISA®, ) (PCR 0 HI + _
IFA, IHC, LFA lineas celulares o NI) y tipado
inoculacion de huevos ’
Cultivo puro. Método
M. hyopneumoniae PCR IHC costoso, facilmente ISH --

contaminable y lento

IHC, Inmunohistoquimica. ISH, hibradacién in situ. IFA, inmunofluorescencia. HI, inhibicion de la

hemaglutinacién. NI, inhibicién de la neuraminidasa.

(1) Ensayos comerciales disponibles: DEIA533Cal, Creative Diagnostics; KA1292, Abnova
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IV.2.1 Virus Influenza porcina (SI1V)

Los virus Influenza que méas habitualmente se encuentran infectando a ganado
porcino son los virus Influenza A subtipo HIN1, HIN2 y H3N2. El disefio del diagnostico
de SIV se basoé en el uso de la nucleoproteina de Influenza A, por ser la proteina mas
conservada dentro de estos virus [142]. Con esta aproximacion, se busca un diagnostico
universal, sin diferenciar entre subtipos, de los virus Influenza porcinos mas habituales.
Sin embargo, es importante tener en consideracion que, aunque de forma menos frecuente
y no asociado a patologia, la infeccion por el virus Influenza en porcino puede estar

causada también por los virus Influenza B, C y D [221].

Los métodos ELISA para deteccion de antigeno de Influenza disponibles se
encuentran en su mayoria optimizados para el uso de muestras humanas o aviares, y se
basan en el reconocimiento especifico de las proteinas H, N o NP. Estos ensayos han
mostrado una sensibilidad para la deteccion de Influenza A del 67-71 % en los mejores
casos con unas elevadas especificidades del 99-100 % [222]. Asi mismo, para diagnostico
humano también se dispone de tests rapidos de deteccion de antigeno que muestran una

sensibilidad moderada para la deteccion del patogeno [223].

IV.2.1.1 Nucleoproteina SIV

Para el clonaje de la secuencia génica codificante de la NP de Influenza A, se
emple6 como material de partida el inoculo de Influenza A/PR8/1934 (H1N1) que se
amplificd sobre cultivo de células MDCK. EI ARN gendmico viral se aisld y la secuencia
codificante de la NP se amplificé mediante RT-PCR. En la amplificacidn se modifico el
extremo 5’ del gen mediante la introduccion de los nucledtidos codificantes de un péptido
de fusién de 6 histidinas (6xHis) en el oligonucleétido directo, como se muestra en la
Tabla 111.2. Este péptido de fusion facilit6 el seguimiento de la proteina recombinante y
su posterior purificacion por cromatografia de afinidad. Tras la reaccion de amplificacion,
los productos de PCR se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8 %,
obteniéndose una Unica banda que se correspondia con el tamarfio esperado, considerando
que el gen codificante de la nucleoproteina era de 1548 pb (resultado no mostrado). El
producto de PCR purificado se cloné en el plasmido de clonaje del sistema Gateway,
pCR8/TOPO/GW vy, tras comprobar la secuencia de éste por secuenciacion, se subclond
en el plasmido de transferencia pAcGP67/GW para la expresion extracelular de la NP en

células de insecto.
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Siguiendo el mismo flujo de trabajo descrito en el apartado anterior, se obtuvieron
clones aislados de baculovirus recombinantes AcGP67+6xHis-NP por cotransfeccion en

células de insecto Sf9 y posterior aislamiento y seleccion de clones.

La proteina se expresé de forma extracelular a partir de baculovirus recombinantes
AcGP67+6xHis-NP. Se establecid la infeccion de cultivos de células Sf900, adaptadas a
crecer en medio sin suero, a 1x10°8 cel/ml con una MDI de 0,1 ufp/ml y recogida a las
96 h post-infeccidn, como condiciones Optimas para la expresion. La proteina se obtuvo
en el medio de cultivo, de modo que se clarificd por centrifugacion y la NP se purifico
mediante columnas de niquel, especificas por el péptido de fusion 6xHis. Una vez
purificada, la proteina se analizd6 mediante SDS-PAGE vy posterior tincion con azul de
Coomassie y western blot para evaluar la calidad de la proteina obtenida en cuanto a

pureza e inmunogenicidad. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1V.19.
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FIGURA 1V.19 | Analisis mediante SDS-PAGE de la NP de SIV, y posterior evaluacion mediante
A. Tincion con azul de Coomassie de 0,5 pug (1) y 1 ug (2) de NP respectivamente, y B. western blot
de 0,5 ug de la proteina NP (4) empleando un anticuerpo monoclonal especifico de la NP de Influenza

A (AcM 3CG5) y empleando como control negativo la proteina P46 de M. hyopneumoniae (3).

Como puede observarse en la Figura IV.19A, la NP expresada extracelularmente
muestra una doble banda tras su purificacion en el analisis por SDS-PAGE Yy posterior
tincion con azul de Coomassie. Mediante western blot se determiné que las dos bandas
obtenidas eran reconocidas de forma especifica por el AcM especifico 3CG [Figura
IV.19B], por lo que se trataba de la NP de Influenza A y no de una proteina contaminante.
Tras confirmar la naturaleza de la doble banda obtenida, se establecio una pureza muy

elevada para la 6xHis-NP producida. La proteina se cuantifico por densitometria en base
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a una curva de BSA estableciéndose una concentracion de 0,4 mg/ml y un rendimiento
total de 3 mg de proteina por 1x108 células Sf900 infectadas.

IV.2.1.2 Seleccidén de aptameros

La NP recombinante se empled como molde para la seleccion de aptameros
especificos. Para ello, como se describe en el apartado 11.2.9.1, la proteina se capturd en
placas de microtitulacion a través del anticuerpo monoclonal 3DH6 y para cada ronda de
seleccion se emplearon 3 pocillos con 33 pmol de proteina capturada en cada uno de ellos.
En total fue necesario realizar 6 rondas de seleccion y 2 rondas de contraseleccion para
obtener una selectividad suficiente en el ensayo ELONA por la proteina de interés.

Los aptdmeros de las distintas rondas de seleccion se marcaron con digoxigenina
mediante PCR empleando oligonucle6tidos marcados y la respuesta de las distintas
poblaciones se evaluo mediante ELONA. Para ello se incubaron los pocillos con la
proteina capturada y una proteina negativa con los aptameros marcados, seguido de una
etapa de incubacion con un AcM anti-digoxigenina marcado con peroxidasa. Como se
muestra en la Figura V.20, tras la sexta ronda de seleccién empleando la metodologia
SELEX, la poblacion obtenida exhibié una sefial de Aasos en los pocillos con la NP
capturada 25 veces superior que la poblacion de la RND40 incubada frente a los mismos
pocillos y 6 veces superior a la sefial obtenida de la incubacion de la ronda 6 marcada con

los pocillos tapizados con la proteina de control negativo, BSA.
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FIGURA 1V.20 | Evaluacién de poblaciones SELEX frente a la NP de SIV mediante ELONA
Sefial media de Asgs (£SD) obtenida en ELONA frente a la NP de influenza A tras las rondas 3 (R3)
y 6 (R6) del proceso SELEX de seleccion, asi como de la poblacion inicial RNDA40, previamente
marcadas con estreptavidina. Como proteina negativa se incluyé BSA (CN Prot). Como control

negativo, los pocillos se incubaron en ausencia de aptameros.
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De este modo se selecciond la poblacién obtenida en ronda 6 para el clonaje de las
secuencias de aptdmeros. Los clones aislados se marcaron en ambas cadenas con
oligonucle6tidos marcados con biotina y su respuesta se evalué en ELONA. Como se
muestra en la Figura V.21, ciertos clones exhibieron una sefial de Absorbancia superior
con la proteina diana, NP, que con la proteina empleada como control negativo en las
incubaciones, BSA. Los que mejores comportamientos exhibieron fueron los clones: 6.2,
6.4, 6.5, 6.7 y 6.14. Asi mismo, las sefiales negativas de los distintos aptdmeros se
mostraron al nivel de los controles introducidos: incubacion con el aptamero AGA que,
por su secuencia de bases nitrogenadas (AG)ss, no presenta la capacidad de formar
puentes de hidrdgeno entre bases y, por ello, no formara estructuras terciarias. Asi como,
en ausencia de aptameros, Unicamente incubando con estreptavidina marcada con

peroxidasa.
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FIGURA IV.21 | ELONA de clones de aptameros aislados frente a la NP de SIV. Valores de
Absorbancia (+SD) obtenidos en ensayo ELONA frente a la NP de SIV y la proteina empleada como
control negativo, BSA (CN. Prot) empleando aptameros aislados marcados en ambas cadenas con
estreptavidina. Como controles negativos se introdujeron el aptamero AGA vy pocillos que se

incubaron en ausencia de aptameros.

Tras evaluar las secuencias de los distintos aptdmeros, se determiné que los clones
6.2, 6.4 y 6.7 eran la misma molécula, ya que presentaban una secuencia idéntica. Los
clones 6.2, 6.5y 6.14 se marcaron de forma diferencial en las cadenas directa (F) y reversa
(R) y los mejores candidatos obtenidos en ese ensayo (6.2R, 6.2F y 6.14F) se sintetizaron

quimicamente marcados con digoxigenina para la caracterizacion de los mismos.

En la siguiente tabla se recogen las principales caracteristicas de los aptameros

seleccionados.
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Nombre Estructura Kd (nM) Bmax (A4os)

Ap 6.2F 2.597 +0.890 0.866 + 0.036
Ap 6.2R 4.388 + 1.887 1.314 £ 0.077
Ap 6.14F 3.674 + 0.866 1.092 + 0.034

Todos los aptdmeros seleccionados mostraron buenos parametros de afinidad por
la NP de SIV como se muestra en la Tabla V.3, con constantes de disociacion (Kd) del
orden nanomolar en todos los casos. Los mejores parametros de afinidad se obtuvieron
con el aptdmero 6.2F que exhibe la menor Kd. Asi mismo, los aptdmeros seleccionados
muestran una Absorbancia méxima para los 100 ng de proteina empleados de alrededor
de 1 para todos ellos, siendo el que mayores valores tedricos de Absorbancia presenta el
Ap 6.2R.

Seguidamente, empleando el software RNAfold se realiz6 la prediccién estructural
de los aptameros seleccionados que se muestra en la Tabla IV.3. La escala de color indica
la probabilidad de formacion de puentes de hidrdgeno entre bases, asociando los colores
calidos (rojo, naranja y amarillo) con una mayor probabilidad de formacion que los
colores frios (azul y verde). Como se muestra en las figuras anteriores, los tres aptameros
presentan regiones con alta probabilidad de formar uniones de pares de bases entre si. El
aptdmero 6.2F muestra la posibilidad de formar una estructura G-cuadruple de acuerdo
con su secuencia formada por 4 pares de guaninas situadas proximas en la disposicién
tridimensional. Esta estructura confiere una mayor estabilidad y proteccion frente a la
degradacidn, haciéndola més estable que el resto.
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IV.2.1.3 Desarrollo de ensayos ELASA

Con los tres aptameros seleccionados se procedio a la optimizacion de ensayos
ELASA para la deteccion de antigeno. En primer lugar, se determinaron las mejores
condiciones para el recubrimiento de placas. Para ello, las distintas moléculas de ADN se
sintetizaron quimicamente marcadas con un grupo biotina 0 amino en su extremo 5’ y
con ellas se recubrieron pocillos de placas de microtitulacién de estreptavidina y
poliestireno de alta capacidad de union respectivamente. Los aptdmeros se afiadieron a
una concentracién saturante para el recubrimiento y sobre esos pocillos se afiadieron
cantidades decrecientes de la NP recombinante. Para revelar el ensayo se afiadié el AcM
3DH6 marcado con peroxidasa. Los resultados de Absorbancia a 450 nm en funcion de
la concentracion de proteina afiadida se muestran en la Figura 1V.22. Se establecié como
limite de deteccion, la menor concentracion de proteina que dio una sefial de Absorbancia
dos veces superior a la sefial obtenida con el control negativo (VP6 de PRVA obtenida

en el mismo sistema).
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FIGURA 1V.22 | Seleccién de condiciones dptimas para el ELASA de SIV. Curva de titulacion de
la proteina recombinante NP sobre placas de microtitulacion recubiertas con los distintos aptdmeros
disponibles acudiendo a distintas estrategias: --- modificacién de los aptameros con grupo biotina y
recubrimiento de placas de estreptavidina o — modificacion de los aptdmeros con un grupo amino y

recubrimiento de placas de poliestireno.

En el caso de los aptdmeros especificos frente a la NP de SIV, no se observaron
diferencias al usar los distintos tampones especificos para el recubrimiento de placas con

moléculas de ADN (sciSPOT Oligo B1 y B2) al recubrir los pocillos de placas de
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microtitulacion de poliestireno. Por este motivo, en la Figura 1V.22 solo se muestran los
resultados obtenidos con el tampon sciSPOT Oligo B1. De la observaciéon de la figura, se
deduce que la modificacion de los aptdmeros con un grupo amino da mejores resultados
con las moléculas ensayadas, obteniéndose valores de Asso muy superiores para todos los
aptdmeros. Asi mismo, en ambos casos, el aptamero 6.2R muestra un mayor limite de
deteccion que el resto de aptdmeros ensayados, asi como un mayor Absorbancia a 450
nm para todos los puntos. Los aptdmeros 6.2F y 6.14F mostraron unas curvas de titulacion
muy similares. De acuerdo con estos resultados, se seleccion0 el aptamero 6.2R-amino
como el mejor candidato para el desarrollo de ensayos diagndsticos, obteniéndose una
sensibilidad analitica de 62,5 ng/ml.

Ante estos resultados, se procedié a optimizar los distintos parametros del ensayo.
En primer lugar, se establecié la concentracion dptima de recubrimiento de placas del
aptamero capturador, realizando una titulacion del aptdmero desde la concentracion de
500 nM hasta 3 nM para el recubrimiento de placas. La NP recombinante se afiadié sobre
los pocillos a la concentracion establecida como limite de deteccion; 62,5 ng/ml, para
establecer la concentracion minima de aptdmero requerida para obtener dicha sensibilidad
analitica (resultado no mostrado). Se establecieron como condiciones Optimas el
recubrimiento de placas de poliestireno con el aptdmero 6.2R-amino a una concentracion
de 60 nM en tampdn sciSPOT Oligo B1. Asi mismo, se optimizé la concentracion del
anticuerpo monoclonal 3DH6 conjugado a peroxidasa (1/5.000) y de extraccion de
muestras, que se fijo en la dilucion 1:2 en tampon de ensayo por ser las condiciones méas

reproducibles y que mayor sensibilidad mostraban.

En estas condiciones se procedi6 al analisis de un total de 171 muestras de hisopos
nasales de campo previamente caracterizadas en la Universidad Autobnoma de Barcelona
por qRT-PCR. Los resultados obtenidos se analizaron empleando el software MedCalc
mediante curva ROC para establecer el punto de corte con el que se obtuvieran los

mejores resultados de sensibilidad y especificidad [Figura IV.23].
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FIGURA 1V.23 | Analisis mediante curva ROC de los resultados del ELASA SIV. Diagrama de
puntos en que se muestran los valores de Assp obtenidos mediante el ensayo ELASA con las distintas

muestras caracterizadas mediante RT-qPCR como positivas (1) y negativas (0).

Como se muestra en la figura anterior, el mejor punto de corte para el ensayo se
establecio en 0,2 de Absorbancia a 450 nm. Con este punto de corte, se obtuvo un valor
de sensibilidad cercano al 80 %, detectando 94 muestras de las 118 clasificadas como
positivas con la técnica de referencia RT-gPCR, lo cual es un buen parametro comparado
con las técnicas disponibles, y una especificidad del 98,1 % obteniéndose un Unico

resultado falso positivo (n = 53).

Para evaluar de forma mas descriptiva los parametros diagnésticos del ensayo
desarrollado, las muestras se clasificaron en 4 grupos en funcion del valor de ciclo limite
(Ct) obtenido en la clasificacion de muestras mediante la técnica de referencia y los
distintos grupos se evaluaron mediante diagrama de cajas que se muestra en la Figura
V.24,
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FIGURA V.24 | Diagrama de cajas de las muestras de SIV analizadas mediante ELASA.
Medianay percentiles de los valores de Aasso obtenidos mediante ELASA, para cada grupo de muestras,
estratificadas en funcion de su valor de Ct por RT-gPCR en: <20, 20-25, 25-30 y >30.

Aunque no se observé una correlacién directa entre la sefial de Asso obtenida en el
ELASA y el ciclo de amplificacién por encima del punto de corte (Ct) de la RT-gqPCR,
con un coeficiente de correlacion de R=-0,561, si que se aprecia cierta tendencia en las
sefiales de Absorbancia y una buena correlacion entre técnicas con un valor para la kappa
de Cohen de 0,695. A medida que disminuye el Ct de las muestras agrupadas, se aprecia
un aumento en la mediana de Absorbancia del grupo, que se hace especialmente evidente
para las muestras de grupo de Ct<20. Ninguna muestra del grupo de Ct<20 dio un
resultado negativo con el ensayo ELASA desarrollado, observandose un aumento en el
namero de muestras cuyo valor de Absorbancia era de 3. En el grupo de muestras de Ct
comprendida entre 20 y 25, se detectd méas de un 80 % de las muestras como positivas
(35/43). Este porcentaje se redujo en los siguientes grupos con un 63 % de positivos
(12/19) en el grupo de Ct comprendida entre 25y 30 y un 55 % (11/20) entre las muestras
de Ct mayor a 30.

Ante los buenos resultados obtenidos con este ensayo ELASA para detectar
antigeno de SIV en hisopos nasales, se decidié preparar un prototipo para su evaluacion.
Para ello, se prepararon 3 Kits idénticos conteniendo las placas recubiertas con los
aptameros, el anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa, los controles y el tampon

de ensayo Yy se evalud la reproducibilidad de estos ensayos [Tabla IV.4].
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Media Desv.  Coeficiente variacion (%)  Limite Limite

(As4s0)  estandar intraplaca interplaca  inferior  superior

Control (1) 3,024 0,037 1,21 2,993 3,034
positivo  (2) 3,012 0,014 0,46 2,979 3,062
Control (1) 0,069 0,003 3,82 0,067 0,074
negativo (2) 0,068 0,002 3,48 0,065 0,071

(1) Datos obtenidos en 8 pocillos obtenidos de la misma placa

(2) Datos obtenidos en 7 pocillos de distintas placas

Como se muestra en la Tabla IV.4, los coeficientes de variacion obtenidos tanto
para los controles positivos como para los negativos, dentro de una misma placa o entre
dos placas distintas, muestran valores inferiores al 4 %, por lo que se consider6 que el

ensayo mostraba una buena reproducibilidad.

La evaluacion del ELASA se realizd en paralelo en los tres centros que participaban
dentro del proyecto E1011!: Ingenasa, Universidad autbnoma de Barcelona (UAB) y
Centro Tecnologico Agroalimentario — Pozoblanco (CICAP), empleando el mismo grupo

de muestras y los mismos prototipos en paralelo [Tabla IV.5].

UAB CICAP Ingenasa
Sensibilidad 73,68 % 68,42 % 89,47 %
Especificidad 98,00 % 98,00 % 98,00 %

Con el ensayo interlaboratorio se obtuvo una especificidad en los tres casos del
98 % y una sensibilidad con variaciones entre los distintos laboratorios del 68,42 % -
89,47 %. Lo que se consideraron buenos parametros para la aplicacion del prototipo. El
ensayo ELASA desarrollado mostro una correlaciéon moderada con la técnica empleada
como referencia, RT-qPCR (k=0,59) y una buena correlacion en los resultados obtenidos

entre los distintos laboratorios (k=0,78).
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IV.2.2 Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae es el principal patégeno causante de la neumonia
enzodtica y, como se ha explicado previamente, uno de los principales agentes primarios
del complejo respiratorio porcino. Al no tratarse de una enfermedad de declaracion
obligatoria no se dispone de datos oficiales sobre los casos en cada pais, aunque se conoce
que su distribucién es global y que presenta una prevalencia elevada, observandose una
prevalencia del 30-80 % a nivel mundial. Entre todas las proteinas antigénicas de esta
bacteria, la proteina P46 ha mostrado ser especifica de especie y con bajos niveles de
reactividades cruzadas con otros Mycoplasma que pueden encontrarse en el cerdo como
M. flocculare y M. hyorhinis [146, 149].

El aislamiento bacteriano continda siendo el método de referencia (gold-standard)
para la deteccion de M. hyopneumoniae, a pesar de requerir de unos medios muy
especializados y presentar importantes problemas de sobrecrecimiento de otras bacterias
que pueden llegar a enmascarar la infeccion. Otras técnicas habitualmente empleadas para
la deteccidn de este patdgeno son la inmunohistoquimica, la hibridacion in situ y la PCR,
que presenta una mayor sensibilidad en muestras obtenidas de tejido o del tracto
respiratorio bajo (faringe, traquea, bronquios y bronquiolos) que con muestras orales,
pero hasta la fecha no se dispone de técnicas en formato ELISA que faciliten la deteccion

directa del patdgeno de forma rapida [146, 220].

IV.2.2.1 Proteina P46 M. hyopneumoniae

El gen codificante para la proteina P46 de M. hyopneumoniae no pudo amplificarse
por PCR convencional a partir del ADN gendémico debido al uso de codones de la
bacteria. El triplete “TGA” que en el codigo universal codifica un coddn de parada, en
esta bacteria codifica por un codén de Trp. De acuerdo a la secuencia obtenida de
GenBank (AY496280.1), el gen codificante de la proteina P46 de M. hyopneumoniae
incluia 3 tripletes “TGA” en las posiciones 208 nt, 301 nty 760 nt que forzarian la parada
de la traduccion, dando paso a una proteina truncada, por lo que se decidié adquirir un
gen sintético [148]. Dado que el sistema de expresion seleccionado para la produccién de
la P46 fue el sistema de expresion en células de insecto empleando baculovirus
recombinantes, la secuencia génica codificante de la P46 se adaptd al uso de codones de

Spodoptera frugiperda.
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El gen obtenido de forma sintética se clond directamente en el plasmido de clonaje
del sistema Gateway pCR8/TOPO/GW y se subclond en el pldsmido de expresion
pDEST17, para expresion en el sistema de E. coli fusionada a un péptido de fusion de 6
histidinas (6xHis), y en el plasmido de transferencia pBacPAK8/GW, para expresion en

celulas de insecto empleando el sistema de baculovirus recombinantes.

Para la produccion de esta proteina en el sistema de E. coli, se fijaron como
condiciones Optimas la recogida del cultivo a 3 h post-induccion con arabinosa. La
proteina se obtuvo en la fraccion soluble de las bacterias, de modo que se purificd
mediante columnas de afinidad del péptido de fusion, obteniéndose una proteina
semipurificada a una concentracion de 0,15 mg/ml [Figura 1V.25A]. El rendimiento total
obtenido para esta proteina, cuyo peso molecular tedrico es de 48,5 kDa, fue de 0,75 mg

por 100 ml de cultivo.

Por otro lado, la proteina P46 se expresé de forma intracelular en células de insecto
Sf9 con baculovirus recombinantes AcBacPAK8/GW+P46. Las condiciones optimas se
establecieron en la infeccion de células Sf9 a una densidad de 1x10° cel/ml, a una MDI
de 1 ufp/cel y recogida a las 72 h post-infeccion. La proteina se obtuvo en la fraccion
celular soluble, de modo que se purific6 mediante columna de afinidad empleando el
AcM 1B9H1. La proteina de 46 kDa se obtuvo semipurificada a una concentracion de
0,25 mg/ml [Figura IV.25B], obteniendo un rendimiento de 1 mg de proteina por 1x108
células infectadas.
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FIGURA IV.25 | Analisis mediante SDS-PAGE de la proteina P46 de M. hyopneumoniae y
posterior tincion con azul de Coomassie de la proteina producida en células de E. coli (A) o de insecto
(B) y purificadas mediante cromatografia de afinidad. Cuantificacién mediante densitometria en base
a curva de BSA.

Ambas proteinas fueron reconocidas de forma especifica en western blot y ELISA

indirecto por el AcM 1B9H1 especifico frente a la proteina P46 de M. hyopneumoniae,



Resultados

mostrando un menor limite de deteccion para la proteina obtenida en bacterias, que

mostrd una mejor respuesta bioldgica (resultado no mostrado).

IV.2.2.2 Desarrollo de ensayos DAS-ELISA

En primer lugar, con los anticuerpos monoclonales disponibles en el laboratorio y
los nuevos antigenos recombinantes obtenidos, se trabajo en el desarrollo de ensayos tipo
ELISA sandwich de doble anticuerpo (DAS-ELISA).

Los distintos anticuerpos monoclonales se emplearon para recubrir los pocillos de
placas de microtitulacion de poliestireno a una concentracion saturante (1 pg/pocillo).
Sobre los pocillos se afiadio el antigeno recombinante de interés, en dilucién seriada para
determinar el limite de deteccién de cada pareja de anticuerpos. Para revelar el ensayo se

afiadieron los distintos anticuerpos marcados con peroxidasa.

Como se observa en la Figura V.26, la mejor combinacion de anticuerpos para el
desarrollo de un ensayo diagndéstico fue empleando el anticuerpo monoclonal 1B9H1
como capturador y revelador, por ser la combinacién que mayores valores de Absorbancia
mostraba con el antigeno inactivado de M. hyopneumoniae, probando asi la capacidad del
ensayo de reconocer al antigeno en su estructura nativa. Al realizar la determinacion del
limite de deteccion del ensayo con la proteina recombinante obtenida en E. coli, se obtuvo
un valor de 20 ng/ml de sensibilidad analitica.
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FIGURA 1V.26 | Evaluacion de AcMs de M. hyopneumoniae en DAS-ELISA. Curvas de titulacion
del antigeno inactivado de M. hyopneumoniae mediante DAS-ELISA empleando distintas
combinaciones de anticuerpo capturador y revelador. El eje X muestra la concentracion de antigeno
afiadido sobre los distintos pocillos. El eje Y muestra las sefiales de Asso obtenidas para cada punto

con las distintas combinaciones.
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Puesto que M. hyopneumoniae es un patogeno intracelular que no llega a romper la
membrana de la célula en su ciclo, para detectar el agente en muestras obtenidas del tracto
respiratorio fue necesario en primer lugar establecer un protocolo de procesamiento que
permitiera lisar las células contenidas en la muestra. Para ello, se ensayaron tampones con
distintas composiciones que incluyeran detergentes y otros compuestos que favorecieran
la ruptura entre sus componentes. Sin embargo, ninguno de ellos fue suficiente para
alcanzar el grado de ruptura conseguido mediante métodos mecanicos como la sonicacion
o0 la incubacion en presencia de bolas de circonio. Para el analisis, las muestras de campo
fueron sonicadas durante 30 s en hielo y se diluyeron 1:1 en tampdn de ensayo descrito
en la Tabla I11.5 de materiales y métodos, antes de afadirlas sobre el pocillo de la placa
de microtitulacién. Alternativamente, la sonicacion podia ser sustituida por adicién de la
muestra diluida 1:1 en tampdn de ensayo sobre microesferas de circonio e incubacion

durante 30 s en vortex.

Las muestras se sometieron al tratamiento descrito y se analizaron con el DAS-
ELISA desarrollado. En total se analizaron 105 muestras de hisopos traqueobronquiales
y lavados broncoalveolares de los cuales 90 habian sido caracterizados previamente como
positivos con la técnica empleada como referencia, la qPCR. Los resultados obtenidos
para cada muestra con el DAS-ELISA se sometieron a un andlisis de curva ROC para

establecer el mejor punto de corte [Figura IV.27].
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FIGURA IV.27 | Anélisis mediante curva ROC de los resultados del DAS-ELISA de M.
hyopneumoniae. Diagrama de puntos en que se muestran los valores de Asso obtenidos mediante el
ensayo DAS-ELISA con las distintas muestras caracterizadas mediante qPCR en positivas (1) y

negativas (0) a M. hyopneumoniae.
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Como se muestra en la figura anterior, el punto de corte éptimo para el ensayo se
definié como 0,2 de Auso, con valores de Absorbancia comprendidos entre 0,2 y 0,8. En
estas condiciones, el ensayo presenta una sensibilidad del 86,7 %, detectando 12 falsos
negativos entre las 90 muestras positivas analizadas, y una especificidad del 80 % con

tres falsos positivos entre las 15 muestras negativas analizadas.

IV.2.2.3 Seleccidon de aptameros

La seleccion de aptameros se realizd empleando como proteina diana la proteina
obtenida en células de E. coli, por obtenerse con mayor grado de pureza y ser reconocida
de forma mas eficiente por el AcM 1B9H1 en ELISA indirecto. La proteina se capturd en
pocillos de una placa de microtitulacion mediante el recubrimiento de los mismos con el
AcM 1B9HL1. Para la seleccion de aptameros, las distintas poblaciones obtenidas en las
rondas de seleccidn se incubaron con 100 pmol de proteina P46 recombinante. En total
fue necesario realizar 6 rondas de seleccién siguiendo el protocolo SELEX con dos rondas
de contraseleccion previas a la tercera y a la sexta ronda de seleccidn, incubando las
poblaciones con el mismo numero de pocillos recubiertos con el AcM 1B9H1 en ausencia
de la proteina recombinante de interés. Tras las rondas 3 y 6, las poblaciones se marcaron

con digoxigenina para evaluar su respuesta en ELONA [Figura 1V.28].
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FIGURA 1V.28 | Evaluacién de poblaciones SELEX frente a la P46 de M. hyopneumoniae
mediante ELONA. Se representa la Absorbancia a 405 nm (£SD) mediante ELONA de las
poblaciones de aptameros obtenidas tras la ronda 3 (R3) y la ronda 6 (R6) de seleccion mediante
SELEX frente a la poblacion de partida RND40. Como control negativo, todas las poblaciones se
incubaron en paralelo con una proteina negativa, BSA. Como control positivo, los pocillos se

incubaron con el AcM 1B9H1 marcado con peroxidasa.
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Como se observa en la Figura 1V.28, la sefial obtenida en ELONA con la poblacion
de la ronda 3 se redujo con respecto a la de la ronda RND40, no observandose evolucién
en la seleccion. La poblacion obtenida tras la ronda 6 mostré una sefial de Absorbancia
13 veces superior por la proteina diana P46 que la obtenida con BSA, la proteina
empleada como control negativo. Dado que la poblacion de partida RND40, mostré una
sefial de Absorbancia elevada, cercana a 1 de Asos, la sefial de la ronda 6 no llegd a ser el
doble de la obtenida con la poblacion inicial, pero mostré un aumento de la especificidad
por la P46 con respecto a la ronda 3 y RND40. Ante estas observaciones, la poblacion de
ronda 6 se clono para aislar clones de aptdmeros. Los aptdmeros aislados se evaluaron
mediante ELONA, seleccionando como mejores candidatos a los clones 9, 17 y 21 que

se marcaron de forma diferencial en la cadena directa y reversa [Figura IV.29].
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FIGURA 1V.29 | Evaluacién mediante ELONA de clones de aptdmeros aislados frente a la
proteina P46. Sefial de Absorbancia a 405 nm (£SD) obtenida mediante ELONA de los clones
aislados de aptdmeros marcando de forma diferencial la cadena directa (F) y reversa (R) frente a la
proteina P46 de M. hyopneumoniae y la proteina empleada como control negativo, BSA. Como control
positivo se usé el AcM 1B9H1 conjugado a peroxidasa. Como controles negativos se incubaron

pocillos en ausencia de aptameros (Anti-DIGQ) y con el aptdmero AGA.

A la vista de los resultados, se puede deducir que en presencia de la proteina P46
se obtiene una sefial basal al incubar con cualquier molécula de aptdmero, como se
evidencia de la incubacion con el aptdmero AGA, que no se obtiene frente a la proteina
empleada como control negativo. Considerando esa sefial basal como punto de corte, se
decidi6 que los aptdmeros que mostraban un mejor comportamiento en ELONA eran los
aptameros 9F, 17R y 17F, por lo que se sintetizaron de forma quimica y se caracterizaron

para ser empleados en el desarrollo de métodos diagndsticos.

Los resultados de la caracterizacion se muestran en la siguiente tabla.
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TABLA IV.6| Caracteristicas de los aptdmeros seleccionados frente a
la proteina MPB83 de M. hyopneumoniae (media + SD)

Nombre Estructura Kd (nM) Bmax

Ap 9F 34+10 0,2+0,0
Ap 17R 1,8+1,2 0,8+0,1
Ap 17F 3,3+0,9 1,2+0,1

La prediccion estructural in silico de los aptdmeros 9F, 17R y 17F seleccionados
frente a la proteina P46 de M. hyopneumoniae se muestra dentro de la Tabla I1V.6. Los
recuadros negros marcan los residuos involucrados en la formacion de planos
G-cuadruples distinguiéndose dos estructuras G-cuadruples formadas por 3 planos (- -) y
2 planos (-) respectivamente. Los tres aptameros seleccionados presentan buenos
pardmetros de afinidad por la proteina P46, siendo el aptdmero 17R el que menor valor
de Kd presenta (1,8 nM) y, por tanto, el que daria lugar a un ensayo diagnéstico con
menor limite de deteccion tedrico. Asi mismo, a igual cantidad de proteina tapizada, el
aptamero 17F muestra mayores valores maximos de Absorbancia a 405 nm. El aptamero
9F aparece como el peor candidato desde el punto de vista tedrico para el desarrollo de
ensayos diagnosticos por tener un mayor valor de Kd con un valor de Bmax poco elevado
[Tabla IV.6]. Las figuras de la prediccion estructural de los aptdmeros muestran que tanto
el aptamero 9F como el 17R presentan un elevado nimero de enlaces entre pares de bases
teoricos, aunque no presentan capacidad de formacion de planos G-cuadruple. Por otro
lado, el aptdmero 17F muestra pocas uniones tedricas entre pares de bases, pero de
acuerdo con la prediccidn estructural, podria formar en su estructura terciaria dos planos
G-cuadruples, uno con tres niveles (marcado en la Tabla IV.6 en lineas discontinuas) y
otro de dos niveles (marcado en lineas continuas), lo que lo convierte en una molécula

mas estable.
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IV.2.2.4 Desarrollo de ensayos ELASA

Aunque los resultados de caracterizacion in vitro mostraban que el mejor aptamero
era el 17F, se decidio probar los tres aptameros seleccionados en el desarrollo de ensayos
ELASA. Para la seleccion de condiciones se empled una preparacion de antigeno nativo
inactivado obtenido a partir de de cultivo celular. Los aptameros marcados con un grupo
biotina mostraron unos parametros de especificidad bajos, dando elevadas sefiales de Asso
con proteinas no relacionadas, de modo que se descartaron para el desarrollo de ensayos

diagndsticos, empleando los aptdmeros modificados con un grupo amino.

Los aptameros seleccionados frente a la proteina P46 mostraron el mismo
comportamiento independientemente del tampon de dilucién de ADN empleado para el
recubrimiento, de modo que en la Figura V.30 se muestran Unicamente los valores
obtenidos con el tampdn sciSPOT Oligo B2. Los aptdmeros 9F y 17F exhiben un
comportamiento muy similar y, en este caso, es el aptamero 17R el que parece exhibir
unos valores de Asso mayores al aumentar la cantidad de antigeno. A pesar de esta
observacion, todos los aptdmeros ensayados exhiben el mismo limite de deteccion con el
antigeno nativo llegando a un valor de 1,6 pg/ml, lo que puede considerarse un buen

parametro ya que el antigeno empleado era un antigeno nativo no purificado.
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FIGURA 1V.30 | Evaluacién de aptameros especificos frente a la P46 en ELASA. Titulacion de
antigeno inactivado de M. hyopneumoniae mediante ELASA, empleando para el recubrimiento de
placas los distintos aptdmeros disponibles modificados con un grupo amino. El eje Y muestra los
valores de Absorbancia a 450 nm para cada punto de la titulacién. El eje X la concentracion de

antigeno afiadida al pocillo. Como control negativo, los pocillos se incubaron en ausencia de proteina.
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Nuevamente, los anticuerpos monoclonales especificos frente a la P46: 3GH7 y
1B9H1 se evaluaron como agentes detectores en combinacion con el aptdmero 17R. El
anticuerpo 3GH7 mostré un mayor valor de Absorbancia en presencia de muestras
negativas al mismo tiempo que una sefial menor en presencia de muestras positivas que
el 1B9H1, de modo que se selecciono el anticuerpo 1B9H1 conjugado a peroxidasa como
revelador (resultado no mostrado). Al determinar el limite de deteccion del ensayo con la
proteina recombinante expresada en el sistema de E. coli se establecidé un limite de
deteccion de la proteina P46 de 1,2 ng/ml (0,122 ng/pocillo), un parametro muy superior
al obtenido con el ensayo DAS-ELISA (20 ng/ml; 1,953 ng/pocillo) en que se empleaba
el anticuerpo 1B9H1 como capturador y revelador en el ensayo. Los resultados obtenidos
con el ELASA y el DAS-ELISA se muestran en la Figura I1V.31.
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FIGURA 1V.31 | Comparacion entre la sensibilidad analitica del DAS-ELISA y el ELASA de
M. hyopneumoniae. Curva de titulacion de la proteina P46 (E. coli) con los dos ensayos optimizados,
DAS-ELISA (linea azul) y ELASA (linea naranja). El eje X muestra la concentracion de proteina

recombinante afiadida (ng/pocillo) y el eje Y muestra los valores de Auso.

En las primeras pruebas empleando distintos tampones de dilucion de muestra no
se consiguiod detectar ninguna muestra positiva, de modo que se decidio aplicar el
protocolo de tratamiento de muestras descrito en el apartado anterior 1V.2.2.2 para el
DAS-ELISA. Con este protocolo se procedio a analizar las mismas 105 muestras de
hisopos traqueobronquiales y fluidos de lavados broncoalveolares empleadas en la
validacion del ensayo DAS-ELISA. Los resultados de Asso obtenidos para cada una de
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las muestras se evaluaron mediante ensayo por curva ROC para establecer el mejor punto
de corte para el inmunoensayo ELASA optimizado [Figura 1V.32].
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FIGURA IV.32 | Analisis mediante curva ROC de los resultados del ELASA de M.
hyopneumoniae. Diagrama de puntos en que se muestran los valores de Auso obtenidos mediante
ELASA (eje Y) para cada una de las muestras analizadas caracterizadas como positiva (1) o negativa
(0) mediante gPCR.

Como se observa en la Figura 1V.32, el ELASA muestra un parametro de
sensibilidad muy prometedor, con un 92,2 %, detectandose 7 muestras como falsos
negativos dentro de las 90 muestras positivas evaluadas. En total, 3 muestras
caracterizadas como negativas con el ensayo de referencia qPCR, de las 15 analizadas, se
detectaron como falso positivo, dando paso en las condiciones establecidas y con el bajo
numero de muestras analizado, a una especificidad del 80 %. Sin embargo, un parametro
a tener en cuenta son los valores observados de Asso, que se encontraron para la mayoria

de las muestras ensayadas entre 0,2 y 0,6, comprometiendo la funcionalidad del ensayo.
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IV.2.3 Circovirus porcino tipo 2 (PCV2)

Dentro de los circovirus que afectan al ganado porcino, el Unico que hasta la fecha
se ha asociado con el desarrollo de una patologia es el circovirus porcino tipo 2 (PCV2),
cuyas mayores diferencias con el resto de circovirus se encuentran en la proteina
estructural de la cépsida (Cap). Ademas de generar por si mismo una enfermedad
sistémica, es uno de los patdgenos primarios que aparecen formando parte del complejo

respiratorio porcino, como se ha descrito previamente [150, 154].

Los circovirus son virus que se encuentran de forma ubicua en la poblacion porcina
desde hace décadas, tienen una distribucion geogréafica global y una elevada prevalencia
debido a que se mantienen facilmente dentro de las granjas infectadas. El diagndstico
directo de este virus puede llevarse a cabo mediante inmunohistoquimica, hibridacion in
situ 0 gPCR, con recomendaciones de una u otra técnica especifica en funcion del cuadro
observado en el animal. Aunque se han descrito anticuerpos monoclonales que podrian
emplearse para el desarrollo de ensayos DAS-ELISA, actualmente no se dispone a nivel
comercial, ni se han descrito en bibliografia, este tipo de ensayos [224, 225]. Por lo que
desarrollar un ensayo inmunolégico que permita identificar al agente patégeno en
muestras obtenidas del tracto respiratorio seria de gran utilidad en el control de la
patologia respiratoria en cerdos. Por esta razon, en el presente trabajo, se decidié abordar

el desarrollo de un ensayo ELASA que facilitara el diagnostico directo de este patdgeno.

IV.2.3.1 Proteina de la cipsida PCV2

En primer lugar, se procedio a la obtencion de la proteina de la capsida de PCV2
para el desarrollo de nuevos métodos diagndsticos. Como material de partida se empled
el in6culo de PCV2a USA/MN-081/2007 que se amplificé en cultivo celular sobre
monocapa de células VERO para la extraccion de su ADN genémico [Figura IV.33]



Resultados

FIGURA 1V.33 | Cultivo de PCV2 sobre monocapa de células VERO. A. Células VERO antes de
la infeccion. B. Células VERO formando sincitios tras la infeccion con PCV2 a una MDI inicial baja.

El gen codificante para la proteina de la cépsida (Cap) se amplific6 mediante PCR
a partir del ADN genomico viral empleando oligonucleotidos especificos. Mediante
analisis en electroforesis en gel agarosa, se obtuvo una banda que se correspondia con el

tamario esperado para el gen de 702 pb [Figura IV.34].
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FIGURA 1V.34 | Amplificacion del gen codificante de la proteina Cap de PCV2. Electroforesis
en gel de agarosay tincion con gelRed de 1. Producto de PCR tras la amplificacion del gen codificante

de la proteina Cap de PCV2. 2. Control negativo.

El producto de PCR se ligé en el plasmido de clonaje pCR8/TOPO/GW y se
subclono en los plasmidos pDEST14 (sin péptido de fusion) y pDEST17 (incorporacion
de 6xHis en el extremo amino-terminal) para la expresion en el sistema de E. coli, asi
como en el plasmido de transferencia pBacPAK8/GW para la expresion en células de

insecto a través del sistema de baculovirus.
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La proteina Cap de PCV2 no se logré expresar en células de E. coli con ninguna de
las cepas productoras disponibles en el laboratorio, ni variando las condiciones estandar
de produccidn de proteina en este sistema. Solo se observé una minima expresion en la

construccion del pDEST17+Cap.

Para la expresion de la proteina recombinante en células de insecto se sigui6 el
mismo flujo de trabajo descrito previamente. Las condiciones Optimas para la expresion
se establecieron en la infeccion de cultivos de Sf9 a 1x10° cel/ml a una MDI de 5 ufp/cel
con recogida a las 72 h post-infeccion. La proteina recombinante se obtuvo en la fraccién
insoluble de las células, por lo que se aplicé un protocolo de purificacion a partir de la
fraccion celular insoluble descrito en el apartado 111.2.7.1 y posterior solubilizacion
mediante sarcosilo. La proteina semipurificada se obtuvo a una concentracion de
1,5 mg/ml [Figura 1V.35], obteniéndose un rendimiento total de 9 mg por 1x102 células
Sf9.
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FIGURA IV.35 | Purificacion de la proteina Cap. Anélisis mediante SDS-PAGE vy posterior
tincion con azul de Coomassie de las fracciones recogidas durante la purificacion a partir de la fraccion
celular insoluble y solubilizacion mediante sarcosilo. SB. Fraccion soluble tras lisis celular. Lav.

Lavados fraccidn insoluble. Prot. Cap semipurificada.

Para tratar de purificar mas la proteina y, dado que en el virus la proteina Cap forma
la capsida de estructura icosaédrica, se aplicé a la fraccion insoluble el protocolo de
purificacion por ultracentrifugacion sobre colchones de sacarosa (111.2.7.3). La capacidad
de la proteina producida de formar estructuras cuaternarias se evalué mediante
microscopia electronica con tincion negativa. En la Figura 1V.36 se muestra que la
proteina Cap obtenida en células de insecto presenta la capacidad de autoensamblar en
estructuras homogéneas similares al virus (VLPs) cuyo tamario se encuentra entorno a los
20-25 nm, que es el tamafo descrito en bibliografia para este virus. Estas VLPs han

mostrado un alto grado de inmunogenicidad en estudios posteriores.
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FIGURA 1V.36 | Fotografia de microscopia electronica de las VLPs de PCV2. Fotografia tras
tincién negativa de la fraccién soluble obtenida tras aplicar el protocolo de purificacion por

ultracentrifugacion sobre colchones de sacarosa.

IV.2.3.2 Seleccion de aptameros

Las VLPs de PCV2 obtenidas de forma recombinante se emplearon como diana
para la seleccion de aptdmeros especificos. La proteina se capturd en pocillos de placas
de microtitulacion a través del anticuerpo monoclonal 36A9 disponible en el laboratorio.
En las distintas rondas de seleccién se emplearon 2 pocillos de dichas placas (100 pmol
de proteina recombinante) usando como molde en la contraseleccion pocillos tapizados

Unicamente con el anticuerpo monoclonal empleado en la captura de las VLPs.

Debido a que la poblacion de partida RND40 estd formada por moléculas
sintetizadas de forma aleatoria, la alicuota inicial de cada seleccion es distinta, por lo que
iniciar una nueva seleccién es una alternativa para obtener aptameros en los casos en que
no se consigan aislar. En el caso de PCV2, fue necesario realizar 3 selecciones distintas,
ya que en las dos primeras selecciones no se obtuvieron aptdmeros con una selectividad
suficiente por la proteina Cap. Durante la tercera seleccion, fue necesario realizar 6 rondas
aplicando la metodologia SELEX para obtener una selectividad suficiente de la poblacién
de aptdmeros por la proteina de interés y dos rondas de contraseleccion empleando
pocillos tapizados unicamente con el anticuerpo monoclonal 36A9 en ausencia de las
VLPs recombinantes. Las poblaciones obtenidas tras las rondas 3 y 6 asi como la
poblacién RND40 inicial se marcaron mediante PCR con un grupo digoxigenina para
evaluar su respuesta frente a las VLPs en ELONA. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura IV.37.



Resultados

mm 100 ng/pocillo VLPs
50 ng/pocillo VLPs
0.8 1 mm C.neg

AJ!JS
=]
o

1

RND40 R3 R6 AcM

FIGURA 1V.37 | Evaluacién de poblaciones SELEX de la Cap mediante ELONA. Sefial media
(= SD) de A5 obtenida mediante ELONA empleando como detector la poblacion obtenida tras las
rondas 3 (R3) y 6 (R6) del proceso SELEX, asi como con la poblacion inicial RND40 marcadas con
digoxigenina frente a dos concentraciones de VLPs y frente a la proteina negativa (BSA, C. neg).

Como control positivo se introdujo el AcM 36A9 conjugado a peroxidasa.

Nuevamente, la poblacion de RND40 mostré una elevada sefial de Absorbancia con
la proteina diana como se observa en la Figura 1V.37. Mientras que con los pocillos
recubiertos a 100 ng/pocillo no se observa una gran diferencia de Absorbancia entre las
distintas poblaciones, los pocillos recubiertos a 50 ng/pocillo muestran un claro aumento
de la sefial obtenida a medida que aumentan las rondas de seleccion. De este modo, la
poblacién de aptdmeros obtenida tras la ronda 6 se cloné para el aislamiento de clones de
aptameros. Los plasmidos extraidos de las distintas colonias de E. coli obtenidas se
marcaron y se evaluo su respuesta en ELONA marcando ambas cadenas, seleccionando
los mejores candidatos para la obtencion de aptameros: 6.5, 6.9, 6.10 y 6.12.
Seguidamente, estos clones se marcaron con digoxigenina de forma diferencial en sus dos

cadenas y se evalud su respuesta mediante ELONA [Figura IV.38].
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FIGURA 1V.38 | Evaluacion mediante ELONA de clones de aptdmeros aislados frente a la
proteina Cap. Sefial media de Asgs (£SD) obtenida en ELONA empleando aptdmeros marcados de
forma diferencial en su cadena directa (F) y reversa (R). Como controles negativos se incluyeron el

aptamero AGA vy pocillos incubados en ausencia de aptameros (Anti-DIGO).
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Como se muestra en la figura anterior, los aptdmeros 6.10F y 6.12F muestran un
comportamiento muy similar, siendo los que mayores sefiales mostraron en ELONA. Al
secuenciar los clones, se confirmé que las secuencias obtenidas para los clones 6.10 y
6.12 eran idénticas, por lo que se trataba del mismo aptamero. Sin embargo, los aptameros
6.10R y 6.12R, aunque mostraron una respuesta elevada por las VLPSs, no mostraron un
comportamiento idéntico. Los aptdmeros 6.9R y 6.9F mostraron las sefiales mas bajas en
el ELONA por lo que se descartaron, seleccionando como los mejores candidatos para el
desarrollo de ensayos a los aptameros 6.5R, 6.10F y 6.10R que se sintetizaron
quimicamente conjugados a un grupo digoxigenina para su caracterizacion mediante

prediccion estructural y evaluacion de pardmetros de afinidad [Tabla IV.7].

Nombre Estructura Kd (nM) Bmax (Ados)

Ap 6.5R ' 0,260 + 0,122 2,370 + 0,168

Ap 6.10R 0,276 + 0,072 2,630+ 0,104

Ap 6.10F 0,188 + 0,131 1,390 + 0,147

Los aptameros seleccionados frente a la Cap de PCV2 son los que mayor afinidad
por su proteina diana muestran, con valores de Kd que se encuentran en el rango
picomolar, y con unos valores de Bmax elevados como se muestra en la Tabla IV.7. El
aptamero 6.5R muestra una estructura basica mas simple, con un bajo nimero de uniones
entre pares de bases posibles a diferencia de los aptameros 6.10R y 6.10F. Asi mismo, el
aptamero 6.10R muestra en su estructura dos posibles planos G-cuadruples, uno formado
por tres planos de tetraedros de guanina (recuadros de linea continua) y otro por dos
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(recuadros de linea discontinua), lo que confiere al aptamero una mayor estabilidad y
resistencia a la degradacion.

IV.2.3.3 Desarrollo de ensayos ELASA

Siguiendo el mismo flujo de trabajo descrito previamente, los tres aptdmeros
seleccionados frente a la Cap se evaluaron para el desarrollo de nuevos métodos
diagnosticos. El aptamero 6.10F exhibié unos parametros peores que los otros dos
aptameros en las primeras pruebas llevadas a cabo, por lo que se descartd. Asi mismo, los
aptdmeros 6.5R y 6.10R exhibieron una respuesta idéntica. Por este motivo, se seleccion6
el aptamero 6.10R para el desarrollo de nuevos ensayos ELASA por mostrar mejores
parametros de estabilidad y durabilidad teoricos al presentar dos planos G-cuadruples en

su estructura y una mayor proporcion de formacion de pares de bases.

En primer lugar, se determinaron las mejores condiciones para el recubrimiento de
los pocillos de placas de microtitulacion empleando las distintas estrategias de
modificacion de aptdmeros descritas. Para ello, los aptameros se sintetizaron
qguimicamente conjugados a un grupo amino a traves de un conector de 6 carbonos o a
biotina y, con ellos, se recubrieron los pocillos de placas de microtitulacién a distintas
concentraciones de aptamero capturador en el recubrimiento. Con estas placas, se
procedio a realizar una titulacion de las VLPs recombinantes y el ensayo se revelo a través
de la adicion del AcM 36A9 conjugado a peroxidasa. En la siguiente figura se muestran
los resultados de Auso obtenidos mediante la evaluacion de los ELASA en las mejores
condiciones de recubrimiento de cada una de las aproximaciones empleadas: 50 nM para
el aptdmero marcado con un grupo biotina sobre placas de estreptavidina 'y 200 nM para
el aptamero marcado con un grupo amino sobre placas de poliestireno de alta capacidad

de union.

Como se observa en la Figura 1V.39, la estrategia que mejores resultados mostro
fue el recubrimiento de placas de estreptavidina con aptameros modificados con un grupo
biotina, ya que a una concentracion de recubrimiento de aptdmeros muy inferior (50 nM),
se obtuvieron unos valores de Absorbancia mayores y, con ello, un mayor limite de
deteccidn que con el aptdmero marcado con un grupo amino. Para obtener unos resultados
similares con el aptdmero-amino, fue necesario aumentar la concentracion de
recubrimiento hasta los 200 nM. Ambas aproximaciones mostraron un valor de

Absorbancia bajo con la proteina empleada como control negativo en el ensayo.
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FIGURA 1V.39 | Evaluacién de aptameros especificos frente a la Cap de PCV2 en ELASA.
Curva de titulacion de las VLPs de PCV2 empleando distintas estrategias de recubrimiento de las

placas con el aptamero 6.10R en combinacién con el AcM 36A9 conjugado a peroxidasa.

En estas condiciones se procedio a optimizar el protocolo de extracciéon de las
muestras, dado que, al igual que sucedia con M. hyopneumoniae, PCV2 es un virus
intracelular. En este caso, ademas de la ruptura mecéanica, se probaron distintos tampones
para la ruptura celular a fin de maximizar la cantidad de virus en la muestra. El resultado
mas prometedor, como se muestra en la Tabla 1V.8, se obtuvo con el tampén de lisis
descrito por Dhabaria et al. [226] para la extraccion de proteinas en técnicas de analisis
proteémico. Las muestras se incubaron 15 min en el tampon descrito: 100 mM Tris-HCI,
300 mM NacCl, 2 % (p/v) octil-B-glucopirandsido, 2 % (p/v) plurdénico-68, pH 7,4; y
seguidamente, las muestras se diluyeron 1:1 en solucién de bloqueo y estabilizacién
(SBE), afadiendo 100 pl sobre cada pocillo de las placas del ELASA.

TABLA IV.8| Tratamiento de muestras para maximizar la deteccion de PCV2

Tampon/Tratamiento de lisis Muestra negativa  Muestra positiva
Ruptura mecanica (circonio) +/- ++

PBS + Tritén X-100 +/- ++

PBS + Tween20 +/- ++

SBE + Detergentes - +
Tampon lisisf??®] - +
Tampon lisis??], dilucion SBE g +++

Sin tratar, dilucion en SBE - -
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Sin embargo, al proceder a analizar mayores cantidades de muestras, se comenz0 a
tener problemas de elevadas sefiales de Absorbancia en muestras negativas, seguramente
debido a la complejidad del tampdn de lisis. No se observo correlacion alguna entre el
valor de Asso obtenido para las muestras y su clasificacion en positivas o negativas con la

técnica de referencia (QPCR), por lo que el prototipo de descartd (resultado no mostrado).

IV.2.4 Virus del sindrome reproductivo y respiratorio
porcino (PRRSV)

Como se ha comentado en la introduccién, actualmente los dos genotipos
originarios de PRRSV: PRRSV-1 y PRRSV-2, se han reclasificado a nivel taxonomico
como dos especies independientes. Dentro del genoma de estos virus, la regidn
codificante de la proteina de la nucleocépsida (N) es una de las zonas méas conservadas
con un porcentaje de identidad de aminoacidos del 96-100 % dentro de aislados
PRRSV-2 y del 94-96 % dentro de aislados PRRSV-1. Sin embargo, al comparar estas
identidades entre aislados de PRRSV-1y PRRSV-2, el porcentaje cae a un 59-63 % [159].

Aunque inicialmente PRRSV-1 estaba limitado a Europa y PRRSV-2 a América,
actualmente ambas especies se encuentran distribuidas por todo el mundo, apareciendo
en todos los paises en que se lleva a cabo una produccion intensiva de cerdos. Para el
diagndstico directo se dispone de herramientas como la inmunohistoquimica, la
hibridacion in situ en tejidos fijados y RT-PCR, pero no se dispone de ensayos tipo ELISA
[198]. En 2011, Li, Xue-Song et al. [227] describieron por primera vez un test de
inmunocromatografia para la deteccion del antigeno de PRRSV en muestras de campo
con una sensibilidad y una especificidad superiores al 90 % que se encuentra disponible

en el mercado chino pero no ha tenido una buena implantacion.

1IV.2.4.1 Proteina N de PRRSV

Cuando se inicid este trabajo de tesis doctoral, ya se disponia en el laboratorio de
los plasmidos de expresion de las proteinas de interés de PRRSV en células de E. coli. En
concreto se disponia de los plasmidos pET3xa con las secuencias de los genes codificante
de tres variantes de la proteina de la nucleocapsida (N) del PRRSV clonadas: la N de
PRRSV-1, la N de PRRSV-2 y una proteina quimera que combinaba las proteinas N de
ambas especies. Todas ellas se produjeron en E. coli fusionadas al péptido de fusién P10

[Anexo I1]. La proteina N de PRRSV-1 se purificé a partir de la fraccion celular insoluble
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aplicando un protocolo de solubilizacién mediante Urea (111.2.7.1.3). La proteina N de
PRRSV-2 se purifico aplicando a la fraccion insoluble un protocolo de solubilizacion
empleando cloruro de guanidinio (111.2.7.1.2). Y, por ultimo, la proteina N quimera se
obtuvo en la fraccién insoluble tras aplicar el protocolo de purificacion de la fraccion
celular insoluble (111.2.7.1) con un elevado grado de pureza y una buena respuesta
biologica en ELISA. En la siguiente figura se muestra la evaluacion mediante SDS-PAGE
y posterior tincion con azul de Coomassie y western blot de las proteinas obtenidas y

empleadas en el presente trabajo.

PM 1 2 3 4 1 2 3 4

100 kDa
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FIGURA 1V.40 | Anélisis mediante SDS-PAGE de las proteinas N de PRRSV, y posterior
evaluaciéon por A. tincion con azul de Coomassie y B. Western blot empleando el AcM 1AC7
especifico de la proteina N de PRRSV, frente a un epitopo mantenido entre especies. 1. Proteina N de
PRSSV-1, 2. Proteina N de PRRSV-2, 3. Proteina N quimera y 4. Control negativo.

IV.2.4.2 Seleccion de aptameros

Para la seleccion de aptameros se empled como diana la proteina N quimera de
PRRSV, que se capturd en pocillos de placas de microtitulacion previamente tapizadas
con el anticuerpo monoclonal 1AC7. Las distintas poblaciones de aptameros se incubaron

frente a 100 pmol de la proteina de interés.

En total, fue necesario realizar 6 rondas de seleccion con las correspondientes
contraselecciones empleando pocillos tapizados Unicamente con el AcM 1AC7 en
ausencia de la proteina de interés. Las poblaciones obtenidas tras la ronda 3 y 6, asi como
una alicuota de la poblacion inicial RND40, se marcaron mediante PCR con digoxigenina
y se evalud su respuesta en ensayo ELONA para determinar la especificidad de los
aptameros obtenidos por la proteina de interés. Los resultados obtenidos se muestran en

la siguiente figura.



Resultados

3.0

Bl Quimera
25 1 C. neg.
2.0 A
j’r' L5 -
1.0
0.5 4 '
0,0 1 - - - . | - =
RND40 R3 R6 anti-DIGO AcM

FIGURA IV.41 | Evaluacién mediante ELONA de rondas SELEX frente a la proteina N de
PRRSV. Sefial media de Ass (xSD) por ELONA de las rondas 3 (R3), 6 (R6) y poblacién inicial
RND40 obtenidas durante el proceso de seleccion de aptdmeros frente a la proteina N quimera,
marcadas con digoxigenina y evaluadas frente a la proteina N quimera y a BSA introducida como
control negativo. En el ensayo se incluyeron el AcM 1AC7 como control positivo y pocillos incubados

en ausencia de aptdmeros como control negativo (anti-DIGO).

Como puede observarse en la Figura 1VV.41, la poblacién obtenida tras la sexta ronda
de seleccién mostré una sefial 20 veces superior con la proteina de interés que con el
control negativo (BSA) y 4 veces superior a la obtenida con la poblacion RND40. De este
modo, la poblacion de ronda 6 se clon6 para aislar las moléculas de aptdmeros contenidas
en ella. Los distintos clones obtenidos se evaluaron mediante ELONA de clones
marcando ambas cadenas Yy, seguidamente, marcando de forma diferencial la cadena
directa (F) y la reversa (R), analizandose en paralelo frente a las tres proteinas empleadas
en el estudio: N de PRRSV-1, N de PRRSV-2 y N quimera, los mejores candidatos fueron
los aptdmeros: 6.8R, 6.14F y 6.14R.

Como se observa en la Figura 1V.42, los tres aptdmeros muestran una sefial superior
con las proteinas N de PRRSV que con la proteina empleada como control negativo
(BSA), que se mantiene a los niveles observados para los controles negativos del ensayo.
Todos los aptameros muestran una sefial superior por la variante N de PRRSV-2 que por

la quimera y la de PRRSV-1, siendo esta Gltima la que menores sefiales exhibe.
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FIGURA 1V.42 | Evalucidn de clones aislados de aptameros frente a PRRSV mediante ELONA.
Sefiales medias (+SD) de Auos obtenidas mediante ELONA frente a las distintas proteinas
recombinantes de la nucleocéapsida (PRRSV-1, PRRSV-2 y quimera) asi como frente a una proteina
empleada como control negativo (BSA). Como controles negativos del ensayo se introdujeron el

aptamero AGA y pocillos incubados en ausencia de aptameros. Como control positivo, el AcM 1AC7.

Ante estos resultados, los tres aptameros se obtuvieron de forma sintética y se

caracterizaron para su uso en el desarrollo de ensayos.

Nombre Estructura Kd (nM) Bmax (A4os)

Ap 6.8R 2,574 0,635 1,446 + 0,0643
Ap 6.14F 3,736 +£1,797 1,176 + 0,109
Ap 6.14R 2491 + 11,72 0,913 + 0,1027
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Tanto el aptamero 6.8R como el aptamero 6.14F muestran pardmetros de afinidad
buenos, con valores de Kd del orden nanomolar, como se muestra en la Tabla IV.9. Sin
embargo, el aptdmero 6.14R muestra una Kd de 25 nM, mucho maés alta que todas las
obtenidas hasta la fecha, con el menor valor de Bmax de los tres aptameros obtenidos.
Asi mismo, como se muestra en la Tabla 1V.9, tanto el aptamero 6.8R como el 6.14F
muestran una gran estabilidad segun la prediccion estructural, mostrando la capacidad de
formar un elevado numero de puentes entre pares de bases y dos planos G-cuadruples
cada uno, uno con tres planos de tétradas de guanina implicados en la formacion de la

estructura, y otro con dos.

La especificidad de los aptdmeros por cada uno de los genotipos de PRRSV se
evalué empleando las proteinas N de PRRSV-1 y PRRSV-2 por separado, a fin de
determinar si los aptameros presentaban mayor capacidad de reconocimiento por uno de
los dos genotipos concretos. Los pardmetros de afinidad se volvieron a determinar frente

a estas proteinas en concreto obteniéndose los datos recogidos en la Tabla 1V.10.

TABLA IV.10| Especificidad de los aptameros seleccionados empleando la proteina N
quimera de PRRSV frente a las proteinas N de ambas especies

N PRRSV-1 N PRRSV-2
Nombre

Kd (nM) Bmax (Asos) Kd (nM)  Bmax (Asos)

Ap 6.8R 28,68 +6,955 2,810+0,1683 4,691+0,810 2,660 +0,0895

Ap 6.14F 95,71+23,70 1,867 £0,1412 20,92+ 7,41 2,192 +0,178

Ap 6.14R 106,5+ 57,99 0,2431+0,0413 40,70+16,98 0,983 +0,1092

Como se muestra en la Tabla V.10, los tres aptameros seleccionados frente a la
proteina N quimera, mostraron unos mejores parametros de afinidad por la proteina N de
PRRSV-2 que por la de PRRSV-1, mostrando en los tres casos una Kd inferior y una

Bmax superior por la proteina N de PRRSV-2 segun la determinacion por ELONA.
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IV.2.4.3 Desarrollo de ensayos ELASA

Los aptameros 6.8R y 6.14F mostraron mejores parametros en términos de afinidad
y sefial méxima que el aptdmero 6.14R, exhibiendo unos menores valores de Kd (mayor
afinidad) y mayores valores de Bmax (méxima sefial de Asos) por la proteina empleada
como molde en la seleccién [Tabla 1V.9], por lo que se seleccionaron para la puesta a
punto de los ensayos diagnosticos. Siguiendo el mismo flujo de trabajo descrito para los
casos anteriores, se determinG que las mejores condiciones para el ensayo tipo ELASA
se conseguian utilizando el aptdmero modificado con un grupo biotina sobre placas de
estreptavidina, en combinacion con el anticuerpo monoclonal 1AC7 conjugado a
peroxidasa como molécula detectora. En estas condiciones, se determind la sensibilidad
analitica del ensayo, empleando las proteinas de la nucleocapsida (N) recombinantes de
PRRSV de las distintas especies: PRRSV-1y PRRSV-2.

Como se observa en la Figura 1V.43, las curvas de titulacién tanto del aptamero
6.8R como del 6.14F exhiben unos valores idénticos al recubrir las placas a una
concentracion saturante, mostrando una sensibilidad mayor por la proteina de PRRSV-2
que por la de PRRSV-1. Para la segunda, el limite de deteccion se establecié en 39 ng/ml
(3,9 ng/pocillo), siendo de, al menos, un punto mas de dilucion para la proteina N de
PRRSV-2 (aproximadamente 20 ng/ml). Estos datos mejoraron significativamente los
parametros obtenidos con las distintas aproximaciones al DAS-ELISA desarrolladas

previamente.

6.14F (N PRRSV-2)
3,0 4 ——6.14F (N PRRSV-1)
25 - 6.8R (N PRRSV-2)
6.8R (N PRRSV-1)
2.0 A
2
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< 15 |
1.0
0,5
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1250 625 313 15,6 7.8 3.9 | C. neg

Concentracion de proteina N (ng/pocillo)
FIGURA 1V.43 | Titulacién de proteina N de PRRSV-1y PRRSV-2 mediante ELASA. En el eje
Y se muestran las sefiales de A4so obtenidas para distintas concentraciones (eje X) de N recombinante
(PRRSV-1y PRRSV-2) obtenidas empleando los aptameros 6.14F o0 6.8R como molécula capturadora

del ensayo en combinacién con el AcM 1AC7 conjugado a peroxidasa.
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En primer lugar, se procedié al analisis de una pequefia cantidad de muestras
recubriendo las placas de estreptavidina a concentraciones saturantes de aptdmero
(500 uM) para evaluar su capacidad de reconocer antigeno nativo. En dichas condiciones,
se analizaron un total de 41 muestras de suero previamente caracterizadas como positivas
(n = 19) o negativas (n = 22) por RT-gPCR. Las muestras se analizaron en paralelo
empleando ambos aptdmeros y, debido a que se obtuvieron unos parametros idénticos,

solo se muestran los resultados obtenidos con el aptamero 6.14F en las figuras.

Aplicando un analisis de curva ROC a los datos obtenidos [Figura 1V.44], los datos
Optimos de sensibilidad y especificidad se obtuvieron al aplicar un punto de corte de 0,16
de Absorbancia a 450 nm. Con este punto de corte, los parametros diagnosticos obtenidos
para el ELASA fueron del 89,5 % de sensibilidad (2 muestras dieron un resultado falso

negativo) y 72,7 % de especificidad (6 muestras dieron un resultado falso positivo).
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FIGURA 1V.44 | Analisis mediante curva ROC de los resultados del ELASA de PRRSV. Punto
de corte 6ptimo establecido mediante curva ROC y parametros diagndsticos en base a los resultados
de Ausso obtenidos mediante ELASA empleando como aptamero capturador el 6.14F para las distintas

muestras caracterizadas previamente en positivas (1) o negativas (0) mediante RT-gPCR.

Dado que los aptdmeros empleados como agentes capturadores fueron capaces de
reconocer de forma especifica al virus en muestras de suero, se procedio a la optimizacion
del ensayo a fin de poner a punto un método diagnéstico con una especificidad suficiente
para su aplicacion en campo. Se trabajo en paralelo con ambos aptadmeros por haber

mostrado un comportamiento idéntico que imposibilité descartar a ninguno de ellos.

En primer lugar, se realizaron los experimentos necesarios para obtener los

parametros oOptimos del ensayo, que se fijaron en las siguientes condiciones:
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recubrimiento de placas de estreptavidina a 125 nM del aptdmero conjugado a biotina,
dilucion 1/5.000 del AcM 1AC7-PO capaz de reconocer ambas especies de PRRSV y
dilucién de las muestras %2 en tampdn de ensayo. A continuacion, se procedié a analizar
un grupo mas heterogéneo de muestras de campo caracterizadas empleando la RT-gPCR
como técnica de referencia y formado por: 9 muestras positivas de lavados
broncoalveolares (BALF), 10 muestras de sangre (7 positivas y 3 negativas), 2 fluidos

orales positivos y 37 hisopos bronquiales (31 positivos y 6 negativos).

Los valores de Absorbancia obtenidos con los distintos ELASA se sometieron a un
andlisis mediante curva ROC para determinar el punto de corte mas adecuado para el
ensayo, que se establecio en 0,16 arrojando unos parametros diagndésticos de Sn 57,1 %
y Sp 100 % empleando cualquiera de los aptameros 6.8R o 6.14F como capturadores
(resultado no mostrado). De este modo, los ensayos desarrollados mostraron buenos
parametros diagnosticos en cuanto a especificidad, pero muestran una sensibilidad muy

baja, de menos del 60 %, para la deteccidn de antigeno.

Las muestras que exhibieron unas mayores sefiales de Absorbancia empleando el
ELASA fueron las muestras de BALF, detectandose las 9 muestras incluidas en el ensayo
como positivas. No se detectd la presencia del PRRSV en muestras de sangre ni de fluidos
orales, todas las muestras de esta naturaleza incluidas en el ensayo dieron un resultado
falso negativo comparado con la RT-pPCR. Entre los hisopos bronquiales, un total de 20
de los 31 hisopos caracterizados como positivos por RT-gPCR, fueron también positivos
en el ELASA, dando paso a una sensibilidad en este tipo de muestras del 64,5 %. De
modo que se decidio repetir el analisis mediante curva ROC considerando Unicamente las
muestras de BALF o hisopos broncoalveolares para la deteccion de antigeno de PRRSV
[Figura 1V.45].
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FIGURA 1V.45 | Analisis mediante curva ROC de los resultados del ELASA de PRRSV tras
optimizacién. Punto de corte 6ptimo establecido mediante curva ROC y parametros diagnosticos
asociados, en base a los resultados de Auso obtenidos mediante ELASA empleando como molécula

capturadora el aptamero 6.14F en combinacion con el AcM 1AC7-PO.

Como se muestra en la figura, aplicando un punto de corte de 0,16, se consiguio
desarrollar un ensayo con una sensibilidad del 72,5 % con 29 muestras positivas (20
hisopos bronquiales + 9 BALFs) de las 40 que quedaron al eliminar las muestras no aptas
para el ensayo y una especificidad del 100 %. Cabe destacar que en el ensayo no se
incluyeron muestras negativas de BALF y el nimero de hisopos negativos fue bajo (6),

lo que podria alterar el parametro de especificidad.

Dado que PRRSV es un virus altamente variable incluso dentro de aislados de la
misma especie, se evalud la capacidad del ensayo de detectar distintos aislados de estos
virus, para determinar si el problema con la sensibilidad del ensayo se debia a diferencias
significativas en la estructura de la proteina. En total, se analizaron 21 aislados distintos
obtenidos en la misma regiéon que las muestras evaluadas (20 caracterizados como
PRRSV-1 y 1 caracterizado como PRRSV-2), todos ellos fueron reconocidos
especificamente por el ELASA sin diferencias significativas en cunato a sefial o limite de

deteccion (resultado no mostrado).
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IV.3.  Obtencion y caracterizacion de anticuerpos
monoclonales especificos frente a la proteina VP30 de
ASFV y su potencial uso como herramientas diagnosticas

La gran complejidad que presenta el virus de la peste porcina africana hace que sea
necesario disponer de maltiples herramientas para su deteccion. En la actualidad existen
ensayos comerciales basados en la deteccion de Acs frente a la proteina VP72, asi,
Ingenasa, por ejemplo, dispone de un ensayo tipo ELISA de competicion basado en la
proteina VP72 para la deteccion de anticuerpos frente al ASFV. En los dltimos afos,
nuevos estudios han demostrado que la proteina VP30 es un buen candidato para el
diagndstico de esta enfermedad y que, en algunos casos, puede mostrar una mayor
sensibilidad para la deteccion de anticuerpos especificos que la proteina habitualmente
utilizada hasta la fecha, la VP72 [179]. Por este motivo, en el presente trabajo se decidio
obtener anticuerpos monoclonales frente a esta proteina y trabajar en el desarrollo de

nuevos ensayos basados en otro antigeno de gran valor diagnostico.

IV.3.1 Obtencion de VP30 para inmunizacién de ratones

Para la inmunizacion de animales de experimentacién, fue necesario obtener un
nuevo antigeno VP30 soluble, ya que los antigenos disponibles en el laboratorio por
trabajos previos se habian obtenido a partir de la fraccion celular insoluble de distintos
tipos de células y los compuestos empleados en la solubilizacién resultan toxicos para los
ratones. Para ello, el gen codificante de la VP30 de ASFV se clond en el plasmido de
expresion pET28A-SUMO, por haber mostrado en trabajos previos un elevado nivel de
solubilizacion de los antigenos recombinantes expresados con el péptido de fusion
SUMO. EI clonaje se llevo a cabo mediante clonaje clésico a través de enzimas de
restriccion usando como molde para la amplificacion del gen codificante el plasmido
pDEST17+VP30 disponible en el laboratorio. El plasmido pET28A-SUMO+VP30 se
empled para transformar células de E. coli BL21-Al competentes. Se realiz6 una cinética
de expresion, seleccionandose como condiciones dptimas la recogida del cultivo a 16 h
post-induccién, reduciendo la temperatura de incubacion durante la produccion a 18 °C.
La proteina se obtuvo en la fraccion soluble de las bacterias y se purificé mediante
columnas de afinidad del péptido de fusion 6xHis. La proteina recombinante se obtuvo a

una concentracion de 0,3 mg/ml con una pureza elevada y del tamafio molecular esperado,



Resultados

49 kDa, con un rendimiento total de 1 mg de proteina a partir de un cultivo de 100 ml
[Figura IV.46A].

Para posteriores aplicaciones, el péptido de fusion de la proteina se digirié mediante
incubacién con la enzima SUMO proteasa, segin protocolo indicado por la casa
comercial, y el péptido de fusion se elimind por columna de afinidad de niquel. De este
modo, la proteina de interés se obtuvo en la fraccion no retenida de la columna de
afinidad. Tras este paso de purificacion, la proteina VP30, con un peso molecular de
37 kDa, se obtuvo a una concentracion de 0,2 mg/ml aunque la purificacion no fue total
dado que el péptido de fusion SUMO no se elimind por completo y aparece como una
proteina contaminante [Figura IV.46B]. Con estos datos, el rendimiento final obtenido

para esta proteina fue de 0,15 mg de proteina para un cultivo bacteriano de 100 ml.

PM (kDa)
BSA (ng) SUMO-VP30 VP30

250

100 05 1 2 5u 10u 15p = ow 4w 6w

75— o

50 a

37 o

- VP30

25

D — -

20 s

Y B SUMO

FIGURA 1V.46 | Anélisis de la proteina VP30 de ASFV mediante SDS-PAGE, y posterior tincion
con azul de Commassie. A. Proteina SUMO-VP30 purificada y curva de 0,5, 1y 2 ug BSA. B. Proteina
VP30 tras la digestion del péptido de fusion SUMO.

IV.3.2 Anticuerpos monoclonales

La nueva proteina recombinante VP30 se emple6 para inmunizar ratones BALB/c
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 111.2.8.1. Cuando se obtuvo un titulo
suficiente de anticuerpos, se procedid a extraer el bazo de los animales para la obtencién
de linfocitos y posterior fusion con células de mieloma (apartado 111.2.8.2.). La seleccion
de las células de hibridoma se realizo por su metabolismo diferencial en medio HAT en
base al principio descrito en el apartado de materiales y métodos. Las células de mieloma
Unicamente disponen de la via de sintesis de bases nitrogenadas mediante la ruta de
sintesis de novo, por lo cual, en dicho medio de cultivo, tan solo se estableceran lineas

celulares producidas por la fusién de una célula de mieloma (inmortalidad) y un linfocito
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(ruta de salvamento de nucledtidos). Tanto las células epiteliales y otros tipos celulares,
como las no fusionadas o las combinaciones de més de dos células sufren un proceso de
muerte celular. Como se muestra en la siguiente figura, la mayoria de las células presentes
en la monocapa celular expandida sobre la placa inicialmente [Figura IV.47A],
desaparecen por procesos de muerte celular, y solo se aprecia un sobrecrecimiento en
determinados puntos de la monocapa de células que, presumiblemente, presentan un

metabolismo compatible con el medio HAT [Figura IV.47B].

FIGURA 1V.47 | Fotografias de microscopia optica del crecimiento de hibridomas. Observacion
mediante microscopia 6ptica del crecimiento durante el proceso de seleccion de hibridomas en medio
HAT. A. Cultivo heterogéneo tras la expansion de las células obtenidas tras la fusion.

B. Sobrecrecimiento de clones de hibridomas.

Tras la seleccion de hibridomas productores de inmunoglobulinas especificas de la
proteina VP30, se obtuvieron tres lineas celulares positivas: 11G9, 13A12y 13E12. Estos
hibridomas se inocularon en biorreactores CELLine siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 111.2.8.3 y las inmunoglobulinas producidas se purificaron a partir del medio de
cultivo por cromatografia de afinidad empleando una resina acoplada a proteina G y
proteina A para la obtencion de los anticuerpos monoclonales. El hibridoma 13E12 fue el
gue mostrd peor adaptacidén al crecimiento en biorreactores, observandose un crecimiento
mas lento que la media y una produccion de inmunoglobulina menor, obteniendo una
concentracion tras la purificacion de 0,34 mg/ml. En el caso de las lineas de hibridoma
11G9 y 13A12, se observd un buen crecimiento en biorreactor CELLine y se consiguid
purificar inmunoglobulina a unas concentraciones de alrededor de 1,5 mg/ml en ambos
casos. Las inmunoglobulinas obtenidas de los tres hibridomas fueron isotipadas como se

describe en el apartado 111.2.8.5 clasificandose las tres como 1gGL1.

Para la evaluacién de los anticuerpos monoclonales obtenidos frente a la proteina

VP30 expresada en celulas de E. coli, se empled una proteina VP30 obtenida en otro
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sistema heter6logo de expresion para evitar detectar reactividad asociada a otras
moléculas contaminantes del sistema de expresion, la proteina 6xHis-VP30 (BVES).
Brevemente, la proteina se obtuvo en células de insecto, empleando el sistema de
baculovirus recombinantes. El gen codificante de la VP30 se cloné en el plasmido de
transferencia pACHLTA/GW, a partir del cual, mediante cotransfeccién con el ADN de
baculovirus BacPAKG®, se obtuvo el baculovirus recombinante ACHLTA-VP30. A partir
del in6culo de alto titulo que se prepard, se procedié a infectar un cultivo de Sf9 a una
densidad de 1x10° cel/ml estableciéndose las condiciones 6ptimas de la expresion cuando
la infeccion se llevaba a cabo a una MDI de 2 ufp/cel y la recogida de los cultivos a las
96 h post-infeccion. La totalidad de la proteina recombinante se obtuvo en la fraccién
celular insoluble, por lo que se purifico a partir de esta fraccion aplicando el protocolo de

solubilizacion con sarcosilo, apartado 111.2.7.1.1.

En primer lugar, los anticuerpos monoclonales se marcaron con peroxidasa vy,
mediante ELISA de competicion, se comprob6 que los nuevos anticuerpos obtenidos
reconocian dos epitopos distintos en la proteina recombinante VP30, mostrando un

solapamiento para los anticuerpos 13A12 y 13E12.

Como se observa en la Figura 1V.48, los tres anticuerpos monoclonales obtenidos
reconocieron de forma especifica en western blot a las proteinas recombinantes SUMO-
VP30 (E. coli) y 6xHis-VP30 (BVES), ninguna de ellas empleada en la inmunizacion.
Todos ellos mostraron un reconocimiento especifico a unos niveles semejantes, no
observandose uniones inespecificas frente a ninguna de las proteinas incluidas en el

control negativo.

PM (kDa)

100
75 =——

50
37 -

25—
20

11G9 13A12 13E12

FIGURA 1V.48 | Evaluacion de AcMs frente a la proteina VP30 en western blot. Inmunodeteccion
en membranas de nitrocelulosa empleando los anticuerpos monoclonales obtenidos frente a la proteina
VP30 de ASFV: 11G9, 13A12 y 13E12. 1. SUMO-VP30 obtenida en células de E. coli. 2. 6xHis-
VP30 obtenida en células de insecto (AcHLTA+VP30). 3. Extracto de células de insecto.
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Seguidamente, los anticuerpos monoclonales se caracterizaron mediante
inmunofluorescencia, para establecer su capacidad diagnostica en este formato. El virus
de la peste porcina africana (ASFV) es un patogeno catalogado dentro del nivel de
bioseguridad 3, lo que implica que para su manejo es necesario trabajar en laboratorios
de contencion de nivel 3 no disponibles en Ingenasa. Por ello, en la primera evaluacién
de estos nuevos reactivos los experimentos se llevaron a cabo empleando proteina
recombinante en lugar de virus nativo, procediendo a la infeccién de células Sf9 con el
indculo de baculovirus recombinantes ACHLTA/GW+VP30.

Células SO + AcHLTA-VP30 Células S19 sin infectar

ATy
A
X

13A12 11G9

13E12

FIGURA 1V.49 | Inmunofluorescencia con los AcMs especificos frente a la VP30. Fotografias de
microscopia dptica y microscopia de fluorescencia de la misma seccién de células Sf9 infectadas con
el baculovirus recombinante AcCHLTA+VP30 o sin infectar. Como anticuerpo primario se emplearon
los nuevos AcMs 11G9, 13A12 y 13E12 obtenidos frente a la VP30.

En la Figura 1V.49, se puede observar que los tres anticuerpos monoclonales
seleccionados  muestran  un  comportamiento  altamente  especifico  en
inmunofluorescencia, apreciandose claras diferencias entre células infectadas y no
infectadas, por lo que podrian utilizarse en el desarrollo de métodos de diagndstico directo
de ASFV mediante inmunofluorescencia o inmunohistoquimica. En las condiciones
establecidas, tanto el AcM 13A12 como el 13E12 muestran una sefial altamente especifica

con la VP30, no observandose sefial en los cultivos celulares no infectados. Asi mismo,
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la intensidad de fluorescencia observada con ambos anticuerpos en las células infectadas
es muy superior a la obtenida con el AcM 11G9, que muestra, ademas, cierta sefial de
fondo en las células Sf9 no infectadas. Por este motivo, en futuras colaboraciones, se

evaluard el potencial de los AcMs 13A12 y 13E12 en infecciones con el virus nativo.

Los anticuerpos monoclonales se probaron en distintas combinaciones para evaluar
su capacidad de detectar antigeno en formato DAS-ELISA. Mediante ELISA directo, se
selecciond la mejor dilucion de uso de los anticuerpos conjugados a peroxidasa, que se

empled en la optimizacion de ensayos.

Los pocillos de placas de poliestireno de alta capacidad de union se recubrieron a
concentraciones saturantes (1 pg/pocillo) de cada uno de los tres anticuerpos
monoclonales. Sobre ellos se tituld el antigeno recombinante obtenido en células de
insecto (6xHis-VP30) y se incubod con cada uno de los AcMs conjugados a peroxidasa
como reveladores, afiadiendo los conjugados a la dilucion dptima establecida mediante
ELISA directo. Los resultados cualitativos obtenidos en este ensayo se muestran en la
Tabla IV.11.

TABLA 1V.11 | Combinacién de los nuevos AcMs obtenidos
frente a la VP30 en DAS-ELISA
1GH9-PO 13A12-PO  13E12-PO

1GH9-PO + + +-
13A12-PO +++ +- +-
13E12-PO +++ +/- -

El AcM 13E12 no mostré un buen comportamiento como anticuerpo revelador,
dando unas sefiales muy bajas de Absorbancia a 450 nm en combinacion con todos los
anticuerpos ensayados. La combinacion del anticuerpo 1GH9 como capturador con el
revelador 13A12-PO exhibié buenos valores de Absorbancia en la titulacion; sin
embargo, el limite de deteccidn de esta combinacion de AcMs fue de 120 ng/ml. Los
mejores resultados se obtuvieron al emplear cualquiera de los dos anticuerpos 13A12 o
13E12 como capturadores, en combinacion con el AcM 1GH9-PO como revelador,
alcanzando en ambos casos, un limite de deteccion de 40 ng/ml. La combinacion 1GH9-

1GH9-PO mostré buenos valores en la titulacion de antigeno recombinante, pero su
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sensibilidad fue menor a las otras dos combinaciones seleccionadas como Optimas,

observandose un alto de grado de competicion por el epitopo [Tabla IV.11].

Los AcMs marcados con peroxidasa se emplearon, ademas, para tratar de poner a
punto un ensayo de deteccion de anticuerpos especificos frente al ASFV en formato
ELISA de competicion.

Para ello, se trabajo con la proteina VP30 obtenida en células de insecto, cuyo uso
como antigeno para la deteccion de anticuerpos frente a ASFV, habia sido previamente
validado en ensayos de ELISA indirecto (INgezim 11.PPA.K1). Esta proteina se empleo
para recubrir los pocillos de placas de microtitulacién ajustando la concentracion de
proteina tapizada en 50 ng/pocillo. Los ensayos, con cada uno de los tres anticuerpos
monoclonales disponibles, se ajustaron seleccionando el punto éptimo de dilucion de las
muestras de suero, que se establecio en la dilucion % en tampdn de ensayo, y la mejor
concentracion de cada AcM conjugado a peroxidasa. En estas condiciones, los ensayos

se enfrentaron a distintos sueros de referencia negativos y positivos de ASFV.

TABLA 1V.12| ELISA de competicidon para la deteccion de anticuerpos
especificos frente a ASFV: Resultados obtenidos

Anticuerpo Muestra Auso Competicion (%)

Suero ref. ASFV + 1,8126

11G9 29,19
Suero ref. ASFV - 2,5598
Suero ref. ASFV + 1,2264

13A12 52,15
Suero ref. ASFV - 2,5632
Suero ref. ASFV + 0,6643

13E12 48,93
Suero ref. ASFV - 1,3007

Como se observa en la Tabla V.12, ninguno de los 3 anticuerpos ensayados mostro
una competicion del 100 % con los sueros porcinos de referencia empleados en el ensayo.
A pesar de haber trabajado en la optimizacion de las condiciones, los mejores resultados
se obtuvieron con el anticuerpo 13A12 con el que se alcanzd un grado de competicion del
52,15 %. El anticuerpo 11G9 mostro, en las mejores condiciones, un porcentaje de
competicion de tan solo el 29,19 % mientras que el anticuerpo 13E12 mostro los valores
de Absorbancia mas bajos con el suero de referencia positivo, pero el porcentaje de

competicion no llegé al 50 %.
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V. 4. Disefio y desarrollo de ensayos multiples para
la deteccion de anticuerpos frente a patologias de interés
epidemiologico en ganado porcino

En este trabajo, se empled la tecnologia de microarrays en suspension (Luminex),
en el desarrollo de ensayos mdltiples para la deteccion simultanea de anticuerpos
especificos frente a patégenos porcinos de gran interés, descritas por la OIE dentro del
panel de patologias de vigilancia epidemioldgica en ganado porcino.

IV.4.1 Desarrollo de un ensayo triple para la deteccion de
anticuerpos frente a ASFV y CSFV

En primer lugar, se llevé a cabo un ensayo triple para la deteccion simultanea y
diferencial de anticuerpos frente a ASFV y CSFV, dos patologias con sintomatologia
indistinguible en el animal y de declaracion obligatoria a la OIE. Para ello, como
antigenos diana se utilizaron las proteinas VP72 y VP30 de ASFV y la proteina E2 de
CSFV, por ser las mas inmunogénicas de los virus y las dianas empleadas habitualmente
en diagnostico indirecto de estas patologias. Los antigenos, ya disponibles en el
laboratorio, se unieron covalentemente a las distintas microesferas empleadas en la
tecnologia Luminex. Brevemente, la proteina VP72 se obtuvo mediante purificacion con
columnas de afinidad empleando el AcM 17DL3, a partir de un extracto celular
inactivado. Las proteinas VP30 y E2 se obtuvieron de forma recombinante en células de
insecto empleando el sistema de baculovirus y se purificaron a partir de la fraccion celular
insoluble [118, 192].

En una primera fase, se optimizaron las condiciones de inmobilizacion de los
distintos antigenos a las microesferas. Para ello, se unieron distintas concentraciones de
las proteinas diana a las microesferas, seleccionandose la menor concentracion de
proteina que daba las mayores sefiales en el ensayo de confirmacion. Estas
concentraciones fueron: 10 pg de VP72 por 10° microesferas (codigo #12), 5 pg de
VP30/10° microesferas (#15) y 2,5 pg del antigeno E2 /10° microesferas (#25). A
continuacion, se establecieron las mejores condiciones del ensayo, para lo cual se
procedio a realizar una dilucion seriada de sueros de referencia de las distintas patologias

y se analizaron frente a los tres antigenos en el ensayo triple [Figura 1V.50].
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FIGURA IV.50 | Titulacidon de sueros de referencia en ensayo triple. Dilucion seriada de los

sueros de referencia de las patologias ASFV (A), CSFV (B) y negativo (C), evaluadas con el ensayo

de microarray en suspension triple: en naranja se muestran los resultados obtenidos frente a la VP72

(region #12), en azul frente a la VP30 (region #15) y en gris frente a la proteina E2 (region #25). El

eje de las ordenadas muestra los valores de intensidad media de fluorescencia (MFI) obtenida para

cada punto. El eje de las abscisas muestra los valores de dilucién del suero ensayados en cada punto.
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En base a los resultados observados en la Figura V.50, las condiciones dptimas se
establecieron en la dilucién 1/200 del suero en PBS con 1 % BSA, por ser el punto de
maxima diferencia entre las muestras positivas y negativas con sus antigenos diana. En
estas condiciones se procedié a analizar un total de 322 muestras de suero obtenidas de
forma experimental en un estudio de vacunacion de ASFV, 30 muestras de suero
obtenidas en infecciones experimentales de CSFV y 257 muestras de suero de granjas
espanolas, libres de ASFV y CSFV. Las muestras fueron clasificadas como positivas o
negativas mediante ensayos ELISA de competicion comerciales (INgezim 11.PPA.K3y
INgezim 11.PPC.K3, para la deteccion de anticuerpos frente a ASFV y CSFV

respectivamente), considerados en nuestro estudio como técnicas de referencia.

Las muestras se analizaron en las condiciones establecidas y los resultados de
intensidad mediana de fluorescencia (MFI) obtenidos para cada region se analizaron
mediante un ensayo de curva ROC con el software MedCalc, a fin de establecer los puntos
de cortes Optimos para cada antigeno. En la Figura IV.51 se muestran las gréaficas
obtenidas para cada antigeno de forma independiente. Asi mismo, en la Tabla IV.13, se
muestra la informacién detallada del nimero de sueros caracterizados como positivo y
negativo con cada una de las microesferas acopladas a los antigenos VP72, VP30 y E2,
respectivamente, a fin de dar una informacion mas detallada de las muestras discordantes

(falsos positivos y falsos negativos).
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FIGURA 1V.51 | Anélisis mediante curva ROC de los resultados del ensayo triple ASFV/CSFV.
Diagramas de puntos para seleccion del punto de corte éptimo tras andlisis de curva ROC y parametros
diagnosticos asociados, en que cada punto muestra el resultado individual de una muestra obtenido de
forma independiente con cada una de las regiones: microesfera 12 acoplada a la VP72 (A), microesfera
15 acoplada a la VP30 (B) y microesfera 25 acoplada a la proteina E2 (C). El eje de las abscisas
muestra la clasificacion de las muestras como positiva (1) o negativa (0). El eje de las ordenadas

muestra la MFI de cada muestra independiente.
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TABLA I1V.13| Correlacion entre el ensayo maltiple y los ELISA empleados como técnica de referencia

No. de No. de muestras No. de muestras No. de muestras
TSRS caracterizadas en ensayo caracterizadas en ensayo caracterizadas en ensayo
e ks multiple frente a la VP72 multiple frente a la VP30 multiple frente a la E2
en ELISA Positivo Negativo Total | Positivo Negativo Total | Positivo Negativo Total
Positivo 178 7 185 178 7 185 22 1 23
Negativo 4 416 420 6 414 420 1 581 582
Total 182 423 605 184 421 605 23 582 605

Sensibilidad 96.2 96.2 95.7

Especificidad 99.0 98.6 99.8

Para la deteccidn de anticuerpos especificos frente a ASFV, se establecié como
punto de corte una MFI de 3.500 frente a la VP72, y 3.700 para la deteccidn de anticuerpos
frente a la VP30. Con estos parametros, se obtuvo una sensibilidad del 96,2 % para ambos
antigenos y una especificidad del 99,0 % y 98,6 %, respectivamente [Figura IV.51Ay
51B]. Mas del 96 % (178/185) de las muestras clasificadas como positivas por la técnica
de referencia exhibieron una sefial positiva frente al antigeno VP72 y, mas del 99 %
(416/420) de las muestras clasificadas como negativas, dieron un resultado negativo en
el ensayo multiple. Cuatro de las muestras clasificadas como negativas dieron un
resultado falso positivo al evaluarlas frente al antigeno VP72. De ellas, tres muestras se
correspondian con sueros recogidos a dias tempranos tras la infeccion y uno pertenecia a
un suero positivo a CSFV. Asi mismo, siete muestras clasificadas como positivas con la
técnica de referencia dieron un resultado falso negativo frente al antigeno VP72. El
antigeno VP30 exhibié un comportamiento muy similar. Mas del 96 % (178/185) de las
muestras clasificadas como positivas con la técnica de referencia, dieron un resultado
positivo frente al antigeno VP30, detectandose siete muestras como falsos negativos. Mas
del 98 % (414/420) de las muestras clasificadas como negativas, dieron un resultado
negativo frente al antigeno VP30, obteniéndose seis muestras con un resultado falso
positivo. En el caso del antigeno VP30, todas las muestras que dieron un resultado
positivo en el ensayo mdultiple y habian sido caracterizadas como negativas con el ensayo
de referencia, pertenecian a sueros de animales recogidos a dias tempranos post-infeccion
[Tabla IV.13].
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Dado que ASFV es un virus muy complejo antigénicamente, el objetivo de incluir
dos antigenos en el ensayo es aumentar la capacidad de deteccion del mismo. Si se evalua
de forma conjunta la reactividad de las muestras a la VP72 y a la VP30 y, considerando
una muestra positiva aquella que dé un resultado por encima del punto de corte para
cualquiera de los antigenos, mas del 97 % (180/185) de las muestras clasificadas como
positivas con la técnica de referencia son catalogadas como positivas en el ensayo
multiple, aumentando asi la sensibilidad del ensayo hasta el 97,3 %. Del mismo modo,
mas del 98 % (413/420) de las muestras negativas se clasificaron como tal, dando lugar a
una especificidad del 98,3 %. Seis de las siete muestras clasificadas como falso positivo
pertenecian a dias tempranos post-infeccion. Ante esta observacion, se decidié evaluar
las diferencias en cuanto al porcentaje de muestras positivas obtenidas con el ELISA 'y el

ensayo multiple en base al dia post-infeccion de obtencion de la muestra [Figura 1V.52].
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FIGURA 1V.52 | Anélisis estratificado de las muestras de ASFV. Porcentaje de muestras positivas
a distintos tiempos post-infeccidn obtenidas en base a la técnica ELISA empleada como referencia
(Naranja) y al ensayo microarray en suspension optimizado en este trabajo (Azul). El eje de las
ordenadas muestra el porcentaje de muestras positivas detectadas en cada grupo. El eje de las abscisas
muestra los distintos dias post-infeccion agrupados de la siguiente forma: 0-7 dpi, 8-15 dpi; 16-28 dpi
y mas de un mes. Las barras de error muestran el intervalo de confianza del 95 % para cada grupo de

datos. El valor de significancia estadistica fue calculado aplicando un test de McNemar, * p < 0.05.

Como se observa en la Figura 1V.52, la mayor diferencia entre los dos ensayos se

encuentra en el tramo de 8 a 15 dpi, en el que, con el ELISA usado como referencia, se
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detectaron un 58 % del total de las muestras recogidas como positivas, mientras que con
el ensayo microarray en suspension, un 68 % de las muestras dieron un valor de MFI por
encima del punto de corte. Asi mismo, en el tramo de 16 a 28 dpi, el nuevo ensayo
desarrollado detectd un 97 % de las muestras como positivas frente al 90 % que detecto

el ensayo ELISA.

Para la deteccidn de anticuerpos especificos frente al CSFV, el punto de corte se
establecio en una MFI de 5.000 empleando el antigeno E2 [Figura IV.51C]. Asi, el ensayo
multiple muestra una buena correlacion con el test empleado como referencia, exhibiendo
una sensibilidad del 95,7 %, con solo un falso negativo y una especificidad del 99,8 %,
obteniendo un resultado falso positivo que se corresponde con uno de los sueros
experimentales de ASFV extraido a los 59 dias post-infeccion. Para llevar a cabo el
estudio de reactividad cruzada entre los pestivirus CSFV, BDV y BVDV, en el anélisis
de muestras se introdujeron 4 muestras positivas a BDV y 2 muestras positivas a BVDV
con elevados titulos de anticuerpos frente a dichos virus. En ningln caso se observo sefial
de MFI con la microesfera #25 acoplada al antigeno E2, descartandose la posibilidad de

reactividades cruzadas entre ellos.

IV.4.2 Desarrollo de un ensayo séxtuple para la deteccion
de anticuerpos frente a M. bovis, SIV, PRRSV, HEV, ASFV y
CSFV.

Con el fin de desarrollar un ensayo diagnostico que facilite la vigilancia
epidemioldgica en el sector porcino, se seleccion6 el siguiente panel de patdgenos de
mayor interés para la industria de acuerdo con la OIE: ASFV, CSFV, PRRSV, SIV.
También se incluyo la tuberculosis bovina, enfermedad de gran importancia en Espafia
por la continua transmision que se produce entre animales salvajes (jabalies) y domésticos
(vacas, cerdos y otros animales de granja) dando lugar a una elevada prevalencia en el
pais [170, 198]. Por ultimo, se introdujo en el panel séxtuple HEV, una patologia de gran
interés epidemioldgico de la que se dispone de pocos datos acerca de su incidencia en el
sector porcino. Para ello, se realizé una estancia en el instituto de enfermedades nuevas y
emergentes (INNT) del instituto federal Friedrich-Loeffler (FLI), donde existia
disponibilidad tanto de antigeno recombinante del virus, como de muestras y un ensayo

validado con el que caracterizarlas.
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Tras haber demostrado que la proteina recombinante VP30 mostraba unos
pardmetros diagndsticos muy similares a la proteina VP72 empleada habitualmente en el
diagnostico de ASF y puesto que su produccién es mas sencilla, para el desarrollo del

ensayo séxtuple, se utilizo exclusivamente la VP30 como antigeno diana.

En primer lugar, se acoplaron nuevas regiones de microesferas con los antigenos
diana de las nuevas patologias incorporadas en el ensayo: para la deteccion de anticuerpos
especificos frente a M. bovis, se empleo el antigeno GST-MPB83 producido en células
de insecto [228], para PRRSV el antigeno P10-N de PRRSV-1 producida en E. coli [229],
para SIV la 6xHis-NP producida en células de insecto. Por ultimo, para la deteccion de
anticuerpos frente al HEV, se acoplé a las microesferas el antigeno P239 (ORF2) obtenido
de forma recombinante en el sistema de E. coli en trabajos previos del FLI. Como
condiciones Optimas se establecieron: 5 pg/millon de microesferas (#20) para la P10-N,
5 pg/millén de microesferas (#21) para la 6xHis-NP, 2,5 pg/millén de microesferas (#18)
para la GST-MPB83 y 25 pg/millon de microesferas (#34) para la P239.

La adicion de nuevos antigenos al ensayo hizo necesario realizar un reajuste de
algunos parametros; se reemplaz6 la BSA al 1 % por leche al 5 % (p/v) y se afiadio6
Tween20 a una concentraciéon final de 0,3 % (v/v) en el tampdn de ensayo, para eliminar
las reactividades cruzadas entre microesferas; se acortd el tiempo de incubacion de los
sueros y las microesferas a 30 min y se incorpord una nueva fase de bloqueo de las
uniones libres de las microesferas en el proceso de inmobilizacién. En estas condiciones,
se procedi6 al analisis de distintas colecciones de sueros. Para la caracterizacion de esas
colecciones se emplearon los ELISA indirectos como referencia: INgezim 11.TBP.K.1
para la deteccion de anticuerpos especificos frente a M. bovis, INgezim 11.FLU.K.1 para
la deteccion de anticuerpo monoclonales frente a SIV, INgezim 11.PR2.K.1 para la
deteccién de anticuerpos monoclonales frente a PRRSV, un ELISA indirecto, no
comercial, desarrollado en el FLI para la deteccidn de anticuerpos frente a HEV y los
ensayos comerciales ELISA de competicion para la deteccion de anticuerpos especificos
frente a CSFV (IDEXX) y ASFV (INgezim 11.PPA.K3). En la tabla 111.7 se detallan las

caracteristicas de las muestras empleadas en el ensayo.

Para la determinacion de los mejores puntos de corte, aquellas muestras que dieron
valores intermedios de MFI en el ensayo mdaltiple se evaluaron mediante los ELISA
empleados como técnica de referencia. Los resultados validados por ELISA de cada

patologia se analizaron mediante ensayo de curva ROC [Figura 1V.53].
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FIGURA 1V.53 | Analisis mediante curva ROC de los parametros del ensayo séxtuple. Punto de
corte 6ptimo y parametros diagnosticos asociados segun analisis por curva ROC para la deteccion de
anticuerpos frente a: A. M. bovis (TB), B. SIV, C. PRRSV, D. HEV, E. ASFV y F. CSFV. El eje de
las ordenadas muestra los valores de MFI para cada muestra independiente. El eje de las abscisas
muestra la clasificacion de las muestras en positivo (1) o negativo (0) en base a los ELISA usados

como técnica de referencia.
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El ensayo desarrollado para la deteccidn de anticuerpos frente a M. bovis muestra
unos buenos pardmetros diagnosticos, con una sensibilidad del 97,5 % y una especificidad
del 99,8 % para el punto de corte establecido de 5.043 MFI [Figura IV.53A]. De todas las
muestras clasificadas como positivas con el ELISA empleado como técnica de referencia
(n=120), 117 dieron un resultado de MFI superior al punto de corte en el ensayo multiple,
obteniéndose tan solo 3 muestras con un resultado falso negativo. Asi mismo, debido a
que el origen de las muestras analizadas en el FLI eran granjas alemanas, pais declarado
libre de tuberculosis por la OIE [170], el resto de las 1.001 muestras analizadas en este
instituto, y a pesar de que no todas se caracterizaron mediante ELISA, se consideraron
negativas para la determinacion de los pardmetros del ensayo. De las 1.264 muestras
negativas introducidas en el ensayo, tan solo 3 dieron un resultado falso positivo,

determinando una especificidad total para el ensayo del 99,8 %.

Para la deteccion de anticuerpos frente a SIV, el punto de corte se establecié de
acuerdo con el ensayo de curva ROC en 2.091 MFI, exhibiendo unos parametros
diagnosticos del 95,8 % de sensibilidad y 87,9 % de especificidad [Figura IV.53B]. En
este caso, de las 1.001 muestras analizadas empleando el ensayo mudltiple, las 391
muestras de suero que dieron unos valores de MFI intermedios fueron caracterizadas
mediante el ELISA de referencia. Un total de 175 muestras de las 199 caracterizadas
como negativas dieron el mismo resultado con el ensayo multiple optimizado,
obteniéndose un total de 24 muestras que dieron un resultado falso positivo en el ensayo
de microarray en suspension. Asi mismo, de las 192 muestras clasificadas como positivas
por la técnica de referencia, 184 dieron un resultado positivo en el ensayo mdltiple; tan

solo 8 muestras dieron un resultado falso negativo [Figura 1V.53B].

En el caso de PRRSV, el punto de corte para el ensayo multiple se establecié en
1.970, obteniendo una sensibilidad del 87,2 % y una especificidad del 95,2 % con las 574
muestras caracterizadas mediante el ensayo ELISA de referencia [Figura 1VV.53C]. De las
282 muestras caracterizadas como negativas con el ELISA empleado como técnica de
referencia, 257 dieron también un resultado negativo con el ensayo multiple. Asi mismo,
de las 292 muestras clasificadas como positivas, 261 dieron un resultado positivo con el
microarray, 31 muestras positivas segun la técnica de referencia dieron un resultado falso

negativo con el ensayo multiple.

Para la deteccién de anticuerpos especificos frente al HEV no se disponia de

ensayos comerciales para la evaluacién de las muestras, por lo que se empled el ELISA
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puesto a punto en el instituto Friedrich-Loeffler como técnica de referencia. Las muestras
se analizaron mediante el ensayo mdltiple y, aquéllas que dieron unos valores de MFI
intermedios, se evaluaron con el ELISA de referencia. De acuerdo con esta clasificacion,
el punto de corte para el ensayo se establecié en 2.602, dando paso a una sensibilidad del
95,7 % y una especificidad del 94,6 %. De las 221 muestras negativas analizadas con el
ensayo de microarray en suspension, tan solo 12 dieron un resultado falso positivo. Asi
mismo, de las 211 muestras caracterizadas como positivas, 202 dieron también un
resultado positivo con el ensayo mdltiple, obteniendo 9 falsos negativos [Figura 1V.53D].
En base a los resultados obtenidos, se observé una seroprevalencia en ganado porcino
para el HEV del 38,16 % [intervalo de confianza del 95 %: 35,20 % — 41,21 %] con 382

positivos de las 1.001 muestras analizadas.

En la determinacién de los pardmetros diagnésticos para la deteccion de anticuerpos
especificos frente al ASFV en las nuevas condiciones, se incluyeron un total de 184
muestras experimentales de la coleccion disponible en Ingenasa, ademas de las 14
analizadas en el FLI. En las nuevas condiciones establecidas, el punto de corte para la
deteccion de anticuerpos especificos frente a la proteina VP30 de ASFV se establecid en
1.162 exhibiendo una especificidad del 100 % y una sensibilidad del 93,9 % con un solo
resultado falso negativo de las 13 muestras positivas incluidas en el ensayo enel FLI, y 4
falsos negativos entre las 69 muestras positivas analizadas en Ingenasa. Asi mismo, entre
las 1.103 muestras incluidas como negativas en el ensayo, no se obtuvo ningun resultado

falso positivo [Figura IV.53E].

De acuerdo con el analisis mediante curva ROC, el punto de corte 6ptimo para el
antigeno E2 se establecié en una MFI de 1.126 dando unos parametros diagnosticos de
un 91,7 % de sensibilidad y un 98,0 % de especificidad [Figura IVV.53F], empleando como
referencia el ELISA: IDEXX CSFV Ab Test. Los 8 resultados falsos positivos obtenidos
se obtuvieron de infecciones experimentales con el CSFV, de sueros recogidos en su
mayoria (6/8) a 21 dias post-infeccion con valores de MFI superiores a 2.000. Otro de
estos sueros se obtuvo a 96 dias post-infeccion y, el Gltimo, a 926 dias post-infeccion, en
que, de acuerdo con uno de los resultados verdaderos positivos, los animales todavia

pueden presentar anticuerpos.
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V. Discusion

La industria porcina juega un papel clave en la economia, tanto espafiola como
mundial, Ilegando a suponer cerca del 15 % de la actividad industrial global y la fuente
de ingresos de millones de personas en todo el mundo [1]. Ante la magnitud que esta
industria representa para la economia global, se hace evidente la necesidad de garantizar
el buen funcionamiento de las producciones porcinas, asi como la sanidad animal y la
seguridad alimentaria. Segun directrices de la OIE y de la FAO, un punto clave radica en
el control de los peligros bioldgicos dentro de las granjas con medidas de prevencién y

de actuacion frente a posibles brotes [9].

A pesar de los continuos avances logrados en el campo de las enfermedades
infecciosas con la erradicacion de varios patdgenos, estas contindan teniendo un altisimo
impacto en diversas areas de la salud, incluyendo el area veterinaria. Como consecuencia,
los brotes de enfermedades infecciosas generan enormes pérdidas econémicas en la
industria, siendo responsables de mas del 20 % de las originadas en el sector porcino [11,
13]. En este contexto, surge el presente trabajo de tesis cuyo objetivo principal es el
desarrollo de plataformas innovadoras para facilitar el diagndstico de estas enfermedades

y complementar los métodos actualmente disponibles, a fin de limitar su impacto.

Dentro de la gran diversidad de tecnologias para la deteccion de patégenos, los
inmunoensayos han ganado relevancia desde la invencion en 1971 de los ensayos por
inmunoabsorcion ligados a enzima (ELISA) [87, 88]. La ventaja principal de esta
tecnologia radica en su principio de reconocimiento, que, al basarse en la reaccion
antigeno-anticuerpo, dota a los inmunoensayos de una gran sensibilidad, especificidad y
versatilidad, ya que variando el disefio permite tanto el diagnostico directo (deteccién de
proteina del patdgeno) como indirecto (deteccion de anticuerpos especificos generados
de forma natural frente al patdgeno). Ademas, se trata de una técnica segura que no
requiere grandes equipamientos, ni personal altamente cualificado para su realizacion.
Actualmente, los ELISA son los ensayos empleados de rutina en muchos laboratorios de
diagnostico animal junto con la PCR [89, 90]. Durante las ultimas décadas, han ido
surgiendo alternativas para maximizar la implantacion de estos inmunoensayos en el
diagnostico de enfermedades infecciosas. En este trabajo se han desarrollado métodos

empleando algunas de estas tecnologias innovadoras como son los aptameros y el
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diagnostico multiple a través de microarrays en suspension, tanto para el desarrollo de
métodos de diagndstico directo como indirecto.

Por un lado, los métodos de diagndstico directo basados en la deteccion de antigeno
permiten la identificacion inequivoca de una infeccion en curso, facilitando la aplicacion
de un tratamiento efectivo y jugando un papel clave en el control de brotes. En el presente
trabajo se ha abordado la investigacion y puesta a punto de métodos de deteccion directa
tanto para enfermedades digestivas como respiratorias empleando aptdmeros como
molécula capturadora (ensayos ELASA). Los aptdmeros presentan mdltiples ventajas
para dicho objetivo: se seleccionan integramente in vitro sin necesidad de utilizar
animales de experimentacion, se obtienen mediante sintesis quimica garantizando la
reproducibilidad entre lotes, son facilmente modificables y se pueden seleccionar en

condiciones no fisioldgicas.

El Rotavirus porcino tipo A (PRVA) es un patégeno digestivo de distribucion
ubicua, capaz de causar diarreas severas, tanto en cerdos como en humanos y varias
especies de aves y mamiferos. Un parametro importante a tener en cuenta para establecer
la prevalencia y la severidad del cuadro clinico generado es la edad del animal, puesto
que estos virus tienen un mayor impacto en lechones, en los que la inmunidad adn no esta
bien establecida. Estudios epidemioldgicos recientes estiman que hasta el 89 % de las
muestras clinicas analizadas en laboratorios de diagndstico porcino contenian PRVA. El
cuadro clinico de la infeccion por PRVA es similar a los causados por otros virus entéricos
como PEDV y TGEV, de modo que las pruebas de laboratorio son esenciales para el
diagnostico. La presencia del virus puede evidenciarse tanto en muestras del contenido
estomacal como intestinal y, a pesar de las crecientes alternativas, la técnica de
diagnostico directo por excelencia continua siendo la RT-PCR [126, 230]. Sin embargo,
la PCR es una técnica cara, que requiere de complejas etapas de purificacion del material
genetico y solo puede ser realizada por personal altamente cualificado. Por todo ello, en
el presente trabajo, se ha investigado en el desarrollo de un ensayo para deteccion de
antigeno en muestras fecales empleando aptameros como biorreceptores, a fin de mejorar
la sensibilidad de los inmunoensayos comerciales existentes y aumentar su aplicacion en
el area diagnostica. Dentro de las proteinas del virus, la VP6 fue seleccionada para el
desarrollo de moléculas biorreceptoras, por ser la mas conservada dentro de los Rotavirus

porcinos del grupo A, con menos del 13 % de divergencia a nivel de aminoacidos v,



Discusion

ademas, por ser la proteina estructural mas abundante de la capsida, con 780 copias por
particula viral [125, 231].

La proteina VP6 se logré obtener exitosamente en ambos sistemas de expresion
empleados en el presente trabajo: bacterias (E. coli) y células de insecto (BVES). Debido
a que la VVP6 es la unica proteina que constituye la capsida viral intermedia, se evalud el
potencial de las nuevas proteinas recombinantes para formar estructuras cuaternarias
similares a virus del tipo VLP. Para conseguirlo se siguieron dos aproximaciones. Por un
lado, la proteina se expresé de forma extracelular en células de insecto a fin de favorecer
el paso por la ruta de glicosilacion de proteinas. La proteina resultante mostré un aumento
del peso molecular esperado (44 kDa), de aproximadamente 6 kDa (50 kDa). Un aumento
secuencial, que se aprecia en la diferencia de peso molecular entre la proteina presente en
las fracciones celulares (soluble e insoluble) de las células Sf900 y la fraccion extracelular
[Figura 1V.9] y que se debe, como se comprobo por tincion de azucares (tincion de acido
periddico-Schiff), a una glicosilacion de la proteina de interés. Sin embargo, al observar
por microscopia electronica la proteina extracelular (AcGP67+VP6) purificada mediante
columna de afinidad, se comprobd que no era capaz de formar estructuras cuaternarias
complejas, més alla de la observacion de proteinas globulares que serian compatibles,
segun bibliografia, con trimeros de VP6 [232], y que podrian corresponderse en tamafio
molecular con la banda de mas de 100 kDa observada en la purificacion [Figura 1V.10].
Al aplicar el protocolo de purificacion por ultracentrifugacion sobre colchones de
sacarosa a la proteina recuperada en la fraccion celular insoluble de células Sf9, se
comprobd que la proteina VP6 sin modificaciones post-traduccionales era capaz de
formar estructuras cuaternarias. Como se muestra en la Figura IV.11, la proteina VP6
autoensambl6 en forma de nanotGbulos de 75 nm de didmetro, que mostraron en su
superficie un motivo geométrico idéntico al observado en fotografias de microscopia
electronica del rotavirus porcino [Figura 1.11], previamente descritos en bibliografia por
Lepault et al. [232]. Dichos autores describieron los polimorfismos de la proteina VP6 en
funcién de las condiciones de pH y fuerza ionica aplicadas durante la purificacion de la
proteina recombinante, que fue capaz de dar paso, no solo a nanotibulos de 75 nm de
diametro como los obtenidos, sino también a nanotibulos de 45 nm de diametro y
particulas similares a virus (VLPs). Estudios previos han mostrado que la infeccion de
células de insecto con baculovirus recombinantes para la expresion de la proteina VP6,
induce la formacion de estructuras compatibles con nanotibulos en el citoplasma de las
células [233].
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Tras evaluar la inmunogenicidad de las distintas proteinas frente a un suero de
referencia de PRVA, se comprob6 que las proteinas producidas en células de insecto
mostraban una mejor respuesta inmunoldgica que las obtenidas en bacterias.
Concretamente, aquellas proteinas sometidas a un mayor procesamiento post-
traduccional: la proteina glicosilada y la proteina estructurada en nanotubulos, mostraron
las mayores sefiales en ELISA indirecto. La sobreexpresion de proteinas recombinantes
en celulas de Escherichia coli, supone una carga metabdlica inabordable para las células,
lo que hace que, en muchos casos, las proteinas adquieran una estructura terciaria y
cuaternaria parcial o no adquieran estas estructuras. Estas proteinas no estructuradas dan
paso a la formacion de agregados en el citoplasma habitualmente conocidos como cuerpos
de inclusion. La formacidn de cuerpos de inclusion tiene ventajas en la obtencion de
proteinas recombinantes, ya que facilita los procedimientos de purificacion y permite
obtener altos rendimientos de las proteinas de interés. Sin embargo, la purificacion de la
proteina recombinante a partir de ellos requiere la aplicacion de procesos de
solubilizacion, lo que compromete la adquisicion de una estructura terciaria y cuaternaria
correcta [234]. Uno de los protocolos de solubilizacion habitualmente empleado es el
descrito en el apartado 111.2.7.1.1 del presente trabajo, basado en el uso del surfactante
anionico N-lauril sarcosina (sarcosilo), que favorece la ruptura de uniones no covalentes
entre proteinas y presenta la capacidad de formar micelas [235]. De este modo, el
tratamiento de los cuerpos de inclusion o fracciones celulares insolubles con sarcosilo,
podria dificultar la formacién de estructuras complejas, justificando que las proteinas
purificadas por ese protocolo muestren una peor actividad bioldgica. Asi, a través de las
purificaciones llevadas a cabo con dicho protocolo, se obtendran proteinas menos
estructuradas que son reconocidas de forma menos eficiente por el suero de PRVA.
Multiples revisiones a lo largo de las Gltimas décadas han evidenciado las ventajas que
presentan los péptidos de fusion en la obtencion de proteinas recombinantes; facilitando
la purificacion, aumentando la solubilidad de las proteinas, favoreciendo la adquisicion
correcta de una estructura terciaria... [236]. En el presente trabajo, estas ventajas se han
evidenciado en la obtencién de la proteina recombinante VP6, que solo se logré expresar

en celulas de bacteria al expresarla acoplada a los péptidos de fusion: GST y 6xHis.

A pesar de que estudios previos han mostrado una mayor inmunogenicidad de la
VP6 estructurada en nanotubulos [237], en nuestros resultados, la proteina que mostré un
mayor reconocimiento inmunologico en ELISA indirecto fue la proteina glicosilada

(AcGP67+VP6). Esta observacidn evidenciaria que en la inmunidad frente al PRVA, los
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azucares de la glicoproteina VVP6 podrian tener un elevado poder inmunogénico en el
organismo, como se hipotetizd en las investigaciones de Cornaglia et al. [238], ya que
segun andlisis computacionales, la proteina presenta 4 posibles sitios de glicosilacion
[239]. Esta observacion podria llegar a explicar, de investigarse en mayor profundidad,
por qué las vacunas basadas Unicamente en esta proteina recombinante no confieren una
inmunidad total a la infeccion por Rotavirus A, y tienen que combinarse con la proteina
VP2 o virus inactivado [230].

La Unica purificacion de la proteina VVP6 en la que se observo un motivo estructural
similar al observado en fotografias de microscopia electronica del virus nativo, fue en la
obtenida por ultracentrifugacidn sobre colchones de sacarosa, dando paso a una proteina
estructurada en nanotubulos, que fue la proteina que se empleé como diana para la
obtencidn de aptameros especificos. En el presente trabajo, se seleccionaron 4 aptameros
especificos para el desarrollo de ensayos diagndsticos, que se usaron en combinacion con
anticuerpos monoclonales para optimizar un ensayo tipo ELASA para la deteccion de
antigeno en muestras fecales. EI ELASA optimizado mostré unos valores de sensibilidad
analitica inferiores a los obtenidos con el DAS-ELISA comercial (INgezim 10.RT.K2).
Al proceder al anlisis de muestras de campo, este pardmetro se confirmé y, aunque el
ensayo mostraba una buena especificidad, tan solo se logré obtener un 40 % de
sensibilidad comparado tanto con la RT-gPCR como con el DAS-ELISA empleado como
referencia. Asi mismo, los valores maximos obtenidos con el ELASA no superaron los
0,27 de Absorbancia a 450 nm ni en aquellas muestras que mediante ELISA exhibieron
Absorbancia de mas de 3. Para el caso de la deteccion de antigeno en muestras de heces,
el DAS-ELISA convencional mostré unos mejores parametros diagnésticos (100 % de
sensibilidad comparado con la RT-gPCR) que la alternativa empleando aptdmeros como

moléculas capturadoras.

En el caso de PRVA, todas las muestras empleadas para la deteccion fueron
muestras fecales. Estas muestras son bastantes complejas y estan formadas por una amplia
variedad de compuestos de todo tipo de naturaleza quimica tales como compuestos
fenolicos, glicdgeno, grasas, celulosa, componentes de células bacterianas, etc, que
pueden actuar como potenciales contaminantes, inhibiendo la deteccion del virus por
interferencia en el reconocimiento o por degradacion de las moléculas capturadoras. Estos
problemas se han tratado de solventar en técnicas como la PCR mediante la eliminacion

0 inactivacion de estos componentes, asi como mediante la introduccion de controles
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intrinsecos en las muestras evaluadas [240]. De este modo, la baja sefial obtenida con el
ELASA desarrollado podria explicarse debido a las interferencias que dichos compuestos
generen en la interaccion de la particula viral del PRVA vy el aptamero 9.3R empleado
como molécula capturadora. O bien a que, al tratarse de una molécula de ADN, pueda

sufrir procesos de degradacion en presencia de las muestras de heces.

De los resultados obtenidos en el presente proyecto, se concluy6 que los aptameros,
generalmente, requieren de unos mayores tiempos de incubacién con la muestra. En el
caso del desarrollo de ensayos para la deteccion de rotavirus porcino, las muestras de
heces empleadas para la deteccion directa no permitieron prolongar estos tiempos de
incubacion mas alla de una hora, por observarse un aumento en las sefiales de muestras
negativas. Teniendo esto en cuenta, el funcionamiento observado en el ensayo ELASA
para deteccidn de rotavirus porcino es posible que se deba a la imposibilidad de optimizar
de forma apropiada el ensayo cuando se emplea este tipo de muestra como matriz para la

deteccion.

Los agentes mas habituales que se encuentran en las granjas causando las
infecciones primarias asociadas al complejo respiratorio porcino son: PRRSV, PCV2,
SIV y Mycoplasma hyopneumoniae, lo que les convierte en patdégenos clave para el
control de este sindrome [10, 135]. Las técnicas mas empleadas actualmente para el
diagnostico de estos cuatro patdgenos se basan en la amplificacion por PCR de regiones
conservadas en el genoma de los mismos, por lo que muestran las mismas limitaciones
descritas para el diagnéstico temprano de PRVA: complejidad de la tecnologia y coste.
La toma de muestras para la deteccion de este tipo de patdgenos respiratorios puede
llevarse a cabo, bien del tracto respiratorio superior, tomando muestras de hisopos nasales
o traqueales, o bien, del tracto respiratorio inferior, con muestras de lavados o hisopos
broncoalveolares, que son mas complejas de obtener y mas invasivas, pero resultan mas
representativas de los agentes patogenos que afectan a los pulmones del animal [241,
242]. En este aspecto, uno de los objetivos del presente trabajo ha sido el desarrollo de
métodos ELASA optimizados para este tipo de muestras, que pueden facilitar la deteccion
en estadios tempranos de los agentes que aparecen causando las infecciones primarias en
el PRDC.
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En el caso de SIV, la proteina seleccionada para el desarrollo de métodos
diagndsticos fue la NP, por ser la proteina méas conservada entre los distintos virus
Influenza A que afectan a ganado porcino, permitiendo asi la deteccion de todos los
subtipos del virus [243]. La NP recombinante se obtuvo en células de insecto, observando
tras la purificacion una doble banda que era reconocida especificamente por el anticuerpo
monoclonal anti-NP 3DH6 obtenido previamente mediante inmunizacion de animales de
experimentacion con el virus completo. Las dos bandas se correspondian con unos
tamafos moleculares aproximados de 59 kDa, el tamafio esperado para la proteina, y 63
kDa, 4 kDa por encima del peso molecular observado de la NP. El vector AcGP67,
empleado para la obtencion extracelular de esta proteina, contiene la region codificante
del péptido sefal de la glicoproteina gp64 de baculovirus, que queda en fase con el gen
de interés. De esta forma, la proteina se expresa fusionada a este péptido sefial, que es
reconocido por la célula y dirige a la proteina por la via de secrecidon celular, llegando al
medio de cultivo una version procesada de la misma. EI tamafio molecular del péptido
gp64 es de 4,1 kDa, de modo gue la obtencion de la doble banda de los tamafios descritos
podria explicarse por un procesamiento parcial de la proteina recombinante, obteniendo
dos productos en la purificacion: 6xHis-NP (59 kDa) y gp64-6xHis-NP (63 kDa). Debido
a que ambas proteinas eran reconocidas de forma especifica por el anticuerpo monoclonal
3DHS6, dicha purificacién de proteina se empled para la obtencién de aptameros,
seleccionandose de forma exitosa 3 aptdmeros frente a la NP de SIV. Entre los aptameros
obtenidos mediante la tecnologia SELEX, aquellos que presentan una secuencia rica en
guaninas tienen la habilidad de formar motivos estructurales conocidos como G-
cuadruples. Los motivos G-cuadruples constituyen una clase Unica de estructuras dentro
de los &cidos nucleicos, en forma de hélice cuadruple, que se han relacionado en
moléculas naturales con procesos de regulacién y sefializacién, como en el ADN
telomérico, o en promotores [244, 245]. Los motivos G-cuadruples presentan un gran
polimorfismo, su base es una tétrada de guaninas y puede estar formado por diversos
nameros de planos y con distintas orientaciones de la cadena de ADN, pudiendo ser tanto
intramolecular como intermolecular [246]. Desde el punto de vista de la aplicacion de los
aptameros al &mbito diagnostico, la mayor utilidad de estas estructuras es la proteccion
que confieren frente a la degradacion por nucleasas. Lo que implica, que la estabilidad de
esas moléculas sera superior a la de las moléculas de ADN que no presenten este tipo de

motivos, alargando la vida media de los diagnosticos desarrollados con ellas.
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De los tres aptameros seleccionados frente a la NP de SIV, el mejor candidato en
base a la caracterizacion de las moléculas parecia ser el aptdmero 6.2F, por tener la menor
constante de afinidad por la proteina de todas las moléculas seleccionadas, y presentar en
su estructura un motivo G-cuadruple de dos planos. Sin embargo, al trabajar en la
optimizacion del ensayo ELASA, el aptdmero que mejores resultados exhibié como
molécula capturadora fue el aptdmero 6.2R. Esta diferencia puede deberse, bien a que la
molécula 6.2R presente un comportamiento distinto al variar el formato del ensayo, pues
se pasa de un ensayo en formato ELONA a un ELASA tipo sandwich, donde la molécula
captura a la proteina directamente; o bien, a que en el desarrollo de este tipo de ensayos
no solo es relevante el valor de afinidad (Kd) obtenido por la proteina diana, sino también
el valor maximo de Absorbancia al que permite llegar la molécula (Bmax), puesto que el
aptamero 6.2R, aunque presenta menor Kd (mayor afinidad), presenta la mayor Bmax de

las tres moléculas obtenidas, lo que puede convertirle en el mejor candidato.

Empleando el aptdmero 6.2R como capturador en combinacion con el anticuerpo
monoclonal 3DH6 conjugado a peroxidasa, se consiguid optimizar un ensayo ELASA
que presentaba un limite de detecciobn de 62,5 ng/ml de NP recombinante
(6,25 ng/pocillo). El ensayo se evalud con muestras de hisopos nasales obtenidos de
campo, y se obtuvieron unos buenos parametros diagnosticos con una sensibilidad
cercana al 80 % y una especificidad del 98,1 %, detectando solamente un falso positivo
entre las 53 muestras negativas introducidas en el ensayo. Asi mismo, se observé que la
pérdida de sensibilidad se producia de forma principal en las muestras de mayor valor de
Ct, obteniendo una sensibilidad del 55 % en muestras con un Ct superior a 30 y un 63 %
en muestras con un Ct comprendido entre 25 y 30, no obteniéndose ningan resultado falso
negativo en el grupo de muestras con un Ct inferior a 20. Considerando que la gripe
porcina es una enfermedad altamente contagiosa entre los animales que comparten
espacio, la pérdida de muestras con carga viral baja no supone un grave problema para la
aplicabilidad del ensayo, pues al realizar un estudio del estado de salud de los animales
permitiria detectar sin problema la infeccion en la granja. Actualmente las campafas de
vigilancia de SIV se realizan mediante RT-gPCR, a partir de la mezcla de muestras de
varios animales, para identificar Influenza Ay, seguidamente, se procede a determinar el
linaje con una de las muestras. La aplicacion del ELASA en la primera fase de muestreo
para identificar la presencia del virus, reduciria costes y facilitaria la realizacion de

analisis masivos. Ademaés, la implementacion del ELASA en esa etapa, permitiria
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seleccionar aquellas muestras con mayores sefiales en el ELASA, que por consiguiente

tendrian una mayor carga viral, para la determinacion posterior del linaje.

Como se ha comentado, la NP de SIV es una proteina altamente conservada, por lo
que la pérdida de sensibilidad en las muestras no puede justificarse por la variabilidad del
antigeno diana. Asi mismo, aungue se observa que la tendencia a detectar antigeno de
SIV mediante ELASA, aumenta a medida que disminuye el ciclo umbral (Ct) obtenido
en la PCR, en ocasiones se obtienen resultados falsos negativos en muestras de Ct = 20
y, en contraposicion, valores elevados de Absorbancia a 450 nm en muestras de Ct = 36
Considerando estas observaciones, la justificacion méas probable de pérdida de
sensibilidad es la presencia de contaminantes, no identificados en este estudio, que
interferirian en la deteccidn viral, sobre todo, en muestras con una carga viral media-baja,
pero que no serian tan relevantes cuando la carga viral de la muestra es muy elevada.
Estos contaminantes no interferirian en la RT-qPCR debido a las etapas previas de
purificacion del ARN gendmico. La pérdida de sensibilidad puede deberse también a que
en el proceso de conservacion de las muestras hasta su analisis las proteinas detectadas
en ellas sufran procesos de degradacion o desnaturalizacion, lo que impediria el correcto
reconocimiento del patdgeno de interés. Asi mismo, cabe destacar que las muestras
empleadas en la determinacién de los parametros diagnosticos del ELASA fueron
muestras obtenidas en estudios previos, y almacenadas a —80 °C hasta su uso, lo que

puede afectar al reconocimiento especifico del patégeno.

Ante los buenos resultados obtenidos durante la estandarizacion del ELASA, los
parametros diagndsticos se evaluaron en un ensayo interlaboratorio, analizando un grupo
de 24 muestras en tres laboratorios de forma simultanea. Este estudio arroj6 unos valores
de sensibilidad diagndstica del ensayo de entre el 68,4 % y el 89,5 %; superiores incluso
a los determinados en el primer analisis de muestras. Sin embargo, fue necesario
reconfirmar la especificidad analizando mayor nimero de muestras negativas, debido a
que en el estudio solo se introdujeron 4 muestras negativas y, una de ellas dio un resultado

falso positivo en los tres laboratorios.

Los resultados falsos positivos obtenidos podrian ser debidos a problemas técnicos
durante la realizacion del inmunoensayo, como pueden ser un mal lavado de los pocillos
de la placa de microtitulacion, que da paso a la unién a la placa de impurezas que
favorecen la unidon inespecifica de los anticuerpos secundarios, 0 a contaminaciones

cruzadas entre muestras. Estas circunstancias podrian ser responsables de las diferencias
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en cuanto a especificidad obtenidas entre el CICAP y el resto de laboratorios involucrados
en el ensayo, pero no explicarian el claro falso positivo obtenido en la misma muestra en
los tres laboratorios. Algunas muestras pueden contener impurezas que induzcan una
unién inespecifica en el ensayo y, dado que en el trabajo se han empleado muestras de
hisopos nasales, la matriz puede presentar grandes variaciones de un animal a otro que
induzcan, en casos concretos, resultados falsos positivos [247, 248] o podria deberse a
una mala caracterizacion inicial de la muestra, ya que no se pudo reconfirmar el resultado
de la PCR por carecer de muestra suficiente. Al determinar los pardmetros diagnosticos
de un nuevo ensayo, es también crucial conocer estos mismos parametros de la técnica
empleada como referencia, para asegurar la idoneidad de los valores obtenidos. En
nuestro caso, la RT-gPCR es una tecnologia altamente especifica y sensible, aunque
podria reconocer contaminaciones cruzadas. Las muestras que dieron unos valores de
Absorbancia a 450 nm de 3 dentro del grupo >30 de Ct, puede deberse a una mala
determinacion inicial del ciclo de amplificacion por encima del corte, ya que a partir de

30 los valores de Ct son poco reproducibles.

Para la deteccion de antigeno de M. hyopneumoniae, se selecciond la proteina de
superficie P46, un antigeno inmunodominante en la respuesta inmunoldgica al patogeno
y que permite el diagnostico diferencial de otros micoplasmas [149]. Esta bacteria tiene
un uso de codones particular, por lo que para conseguir expresarla en los distintos
sistemas de expresion se sintetizd un gen sintético adaptado al uso de codones de
Spodoptera frugiperda. Esta proteina recombinante se obtuvo con un rendimiento bajo
en los dos sistemas de expresion empleados (bacteria e insecto) y en ambos casos, la
proteina se obtuvo de forma mayoritaria en la fraccion celular soluble. La proteina que
exhibié un mejor comportamiento en el desarrollo de inmunoensayos fue la proteina
obtenida en el sistema heterdlogo de E. coli. A diferencia del resto de patégenos
estudiados, que son en su mayoria virus que utilizan en su totalidad la maquinaria celular
para la expresion de sus proteinas, M. hyopneumoniae es una bacteria parasita que puede
proliferar en un entorno no celular. Estas bacterias necesitan a las células de mamifero
para la obtencion de determinados componentes esenciales en su crecimiento que ain no
estan bien caracterizados, pero llevan a cabo la biosintesis de sus proteinas estructurales
y funcionales, entre otros. Por ello, a pesar de tratarse de un patdgeno parasito de células
de mamifero, podria justificarse que una proteina obtenida en el sistema de bacterias, de
mayor proximidad evolutiva con el patdgeno nativo, muestre un mejor comportamiento
bioldgico [147].
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Empleando los AcMs disponibles en el laboratorio, se consiguié optimizar un
ensayo DAS-ELISA para la deteccion de antigeno en muestras respiratorias. Debido a
que M. hyopneumoniae es un patdgeno intracelular que no lisa las células en su ciclo
bioldgico, en dichas muestras, el patdgeno de interés se encontraria, presumiblemente, en
el interior de las células obtenidas del tracto respiratorio. Las primeras pruebas realizadas
reforzaron esta teoria, arrojando unos valores de sensibilidad deficientes, debido a que no
fue posible detectar la presencia de patdgeno en ninguna de ellas. Por este motivo, hubo
que trabajar exhaustivamente en el proceso de preparacion de las muestras para poder
utilizarse en los ensayos diagnosticos. Los mejores resultados para la deteccion del
patdgeno en muestras del tracto respiratorio se obtuvieron tratando las muestras mediante
protocolos de ruptura celular mecénica: sonicacién o incubacion en presencia de
microesferas de circonio. Ningun tratamiento quimico igual6 los resultados obtenidos
mediante las técnicas mencionadas. El ensayo DAS-ELISA se evalu6 con un total de 105
muestras de hisopos traqueobronquiales y lavados bronquioalveolares tratados mediante
sonicacion, de los cuales 90 habian sido caracterizados previamente como positivos con
la técnica empleada como referencia, la qPCR. Los hisopos nasales no se pudieron
emplear en este tipo de ensayos por no tener suficiente carga viral para la deteccion. M.
hyopneumoniae es un patogeno intracelular que afecta a las células epiteliales del pulmén
y que, como se ha comentado previamente, no llega a lisarlas, por lo que la cantidad de
bacterias que lleguen al tracto respiratorio alto, sera mas limitada que en otros patdgenos
estudiados, como S1V, explicando la baja sensibilidad reportada en técnicas tan sensibles
como la gPCR cuando se emplean hisopos nasales [249]. En estas condiciones, el ensayo
DAS-ELISA mostré unos valores de sensibilidad del 86,7 % y un 80,0 % de especificidad.
Sin embargo, el hecho de que la mayoria de los resultados se encontraran entorno al valor
de Absorbancia establecido como punto de corte de 0,2, y que no se obtuvieron resultados
por encima de 0,8, compromete el desarrollo de un método diagnéstico, por lo que, en

estas condiciones, no se procedi6 a su adaptacion final como producto comercial.

Empleando como molde la proteina P46 del patdgeno nativo homogeneizado, se
seleccionaron 3 aptameros especificos con buenos parametros de afinidad por la proteina
de interés. Dichas moléculas se emplearon para la optimizacion de un ensayo tipo ELASA
para la deteccion de antigeno en muestras del tracto respiratorio. EI mejor candidato para
el desarrollo de dicho ensayo ELASA fue el aptdmero 17R modificado mediante un grupo
amino para el recubrimiento directo de los pocillos de placas de poliestireno, en

combinacion con el anticuerpo monoclonal 1B9H1 marcado con peroxidasa. EI ELASA
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se optimiz6 con dichas moléculas y mostré una sensibilidad analitica muy superior a la
obtenida con el ensayo DAS-ELISA, que pasé de 20 ng/ml (2 ng/pocillo) a 1,2 ng/ml
(0,12 ng/pacillo), utilizando en este analisis el antigeno obtenido en bacterias. Para la
determinacion de la sensibilidad analitica no se pudo emplear el antigeno nativo obtenido
de un homogeneizado, por presentar un comportamiento altamente dependiente de lote y
unos resultados muy variables incluso dentro del mismo homogeneizado. Al evaluar este
ensayo ELASA con el mismo grupo de muestras analizadas en DAS-ELISA, se
obtuvieron unos parametros diagndsticos muy similares entre ambos ensayos, observando
un leve incremento en el valor de la sensibilidad del ELASA, que pasé de un 86,7 % a un
92,2 % manteniendo el mismo parametro de especificidad del 80 %. A pesar de la leve
mejora obtenida con el ensayo ELASA, los valores absolutos de Absorbancia de las
muestras clasificadas como positivas no sufrié un cambio importante, no superandose en
ningun caso valores de Absorbancia de 1 para ninguna de las muestras ensayadas, y
observando la mayoria de los resultados en valores entorno al punto de corte. Por otra
parte, el protocolo de preparacion llevado a cabo para la lisis celular dificultaria su
aplicacién para el analisis de grandes cantidades de muestras, aumentando

considerablemente el trabajo y el tiempo necesario hasta la obtencion del resultado.

El problema de sensibilidad para la deteccion de este patdgeno, podria ser debido
también a que, aunque la proteina P46 es una proteina de membrana inmunodominante
en la deteccion de anticuerpos especificos frente al patdégeno [250], puede que no se
encuentre en niveles suficientes para la deteccion de las bacterias presentes en la muestra.
Asi mismo, los micoplasmas son bacterias de crecimiento lento que no alcanzan unos
niveles muy elevados dentro de las células a las que infectan. EI niUmero de copias de la
proteina P46 en cada microorganismo es mucho menor que el de las proteinas virales
estructurales formadoras de capsida, que pueden presentar mas de 700 copias, como
sucedia con la proteina VP6 de PRVA. Esta diferencia no supone una gran limitacién
para la tecnologia empleada como referencia, la PCR, pues la amplificacion del material
genetico permite la deteccion de un bajo numero de moléculas, pero si supone una
dificultad para la deteccion de antigeno. Ante este problema, para la obtencion de unas
sefiales suficientes en el ensayo, seria necesario amplificar mas la sefial de la enzima
detectora de forma especifica, sin que aumenten los valores de las muestras negativas.
Para ello, algunas de las alternativas que podrian barajarse en el futuro serian incluir otros
anticuerpos detectores dirigidos frente a otras proteinas del patdégeno que aumenten la

reaccién de la peroxidasa en los pocillos en que se ha inmovilizado el patégeno o aplicar
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estrategias de amplificacion de la sefial, como es el uso de polimeros de peroxidasa que
aumenten el numero de moléculas de peroxidasa inmovilizada, el marcaje de los
anticuerpos mediante fluorescencia o modificar los marcajes de peroxidasa por biotina
para incorporar otra fase de incubacion con estreptavidina-peroxidasa, considerando que
todas estas modificaciones deberian ser optimizadas de forma que se mejorasen las

sefiales positivas minimizando la sefial obtenida con muestras negativas [89].

En el caso de PCV?2, se selecciond la Gnica proteina estructural del virus, la proteina
de la cépsida, que es, ademas, la proteina mas conservada dentro de los Circovirus
porcinos tipo 2 [153]. La proteina Cap no se logro expresar en el sistema heterdlogo de
bacterias con ninguna de las cepas productoras de E. coli y, solo se observaron unos
niveles de expresion residuales, en la construccion que presentaba un péptido de fusion
de 6xHis. Esta observacion puede deberse a que la proteina forme de forma espontanea
estructuras tipo VLP en el citoplasma de las células, resultando tdxico para la bacteria o
una carga metabdlica inabordable, que se veria ligeramente reducida al introducir un
péptido de fusion en el extremo amino terminal, un dominio involucrado directamente en
la formacion de la capsida [251]. Asi mismo, la observacion de bajos niveles de expresion
de la proteina recombinante en el sistema de expresion heterdlogo de bacterias puede
deberse a una degradacion proteolitica de la proteina de interés, o a procesos de
agregacion debidos a la sobreexpresion, que favorecen la eliminacion de la proteina
recombinante [252]. Sin embargo, la proteina Cap recombinante se expresd con unos
rendimientos muy elevados en células de insecto, obteniendo 9 mg de proteina por cada
108 células infectadas, obteniendo la proteina en la fraccion celular insoluble. Aplicando
el protocolo de ultracentrifugacion sobre colchones de sacarosa, se consiguieron obtener
VLPs de PCV2 del tamafio esperado y con una pureza muy elevada, observandose una
Unica proteina por SDS-PAGE.

Empleando las VLPs purificadas, se seleccionaron 3 aptameros especificos con
unos parametros de afinidad excelentes por la proteina diana, que se encontraban por
debajo del rango nanomolar, entre 188y 276 pM [Tabla IV.7]. El aptamero 6.10F, mostro
la mayor afinidad teérica por su antigeno diana de todos los aptameros seleccionados en
este trabajo, con un valor de 0,1885 nM; sin embargo, su valor de Bmax fue menor que
los obtenidos con los aptameros 6.10R y 6.5R, que mostraron unas Absorbancias
méaximas a 405 nm en ELONA superiores a 2. Asi mismo, el aptamero 6.10R presentd

una elevada tasa de uniones entre pares de bases, asi como la capacidad de formar dos
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estructuras G-cuadruples en la molécula, una de dos planos y otra de tres planos, con lo
que seria una molécula altamente estable para el desarrollo de ensayos diagndsticos. La
obtencion de unos aptameros con caracteristicas tan prometedoras para la deteccion de la
proteina recombinante de interés, puede deberse a que esta proteina se pliegua
adquiriendo una estructura tridimensional idéntica a la del virus, facilitando su
autoensamblaje en forma de VLPs, lo que no se garantizd aplicando otros protocolos de
purificacion. Esta observacion demostraria que, para llevar a cabo una buena seleccion
de aptameros funcionales, es imprescindible que la proteina empleada como diana se
obtenga con un elevado grado de pureza y en una conformacion, lo mas parecida a la

estructura nativa que adopta la proteina en el virus o en el patégeno diana.

En el proceso de optimizacion de los ensayos ELASA, tanto el aptamero 6.10R
como el 6.5R mostraron un comportamiento muy similar en su capacidad de detectar las
VLPs, de modo que se decidio6 seguir trabajando con el aptdmero 6.10R por mostrar una
mejor estabilidad teorica. EIl aptdmero 6.10F se descarté por mostrar una sensibilidad
demasiado baja por las VLPs en formato ELASA para el desarrollo de métodos
diagndsticos. En este caso, los mejores pardmetros diagnésticos, se lograron con la
modificacion de los aptdmeros empleando un grupo biotina y posterior recubrimiento de
pocillos de placas de estreptavidina, obteniendo mayores sefiales de Absorbancia a 450
nm con las VLPs de PCV2, a una concentracion de recubrimiento 4 veces inferior (50
nM) a la empleada con los aptameros modificados con un grupo amino (200 nM). Como
se ha descrito previamente en bibliografia y se muestra en la Figura V.34, el PCV2 es un
patogeno intracelular cuyo mecanismo patoldgico es la formacion de sincitios y que, por
tanto, no llega a lisar las células. Por este motivo, en las primeras aproximaciones,
diluyendo la muestra en el mejor tampdn de ensayo establecido con las VLPs, no se
consiguio detectar la presencia del patdgeno en las muestras positivas. De modo que se
decidié aplicar un tratamiento de ruptura celular como en el caso de Mycoplasma
hyopneumoniae. Tras probar diversos tratamientos quimicos, se determind que la
incubacion de las muestras con el tampdn de lisis celular descrito por Dhabaria et al. [226]
para estudios de protedmica, y posterior dilucion en tampon de ensayo, era un protocolo
prometedor para la deteccion del PCV2 en muestras de campo de hisopos bronquiales.
Sin embargo, al aplicar este tratamiento a un mayor nimero de muestras, la elevada
composicion de detergentes del tampdn y los dos pasos necesarios de dilucion que

reducian la concentracion de virus, ya poco abundante en la muestra, interferian en el
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reconocimiento, dando paso a unos valores diagndsticos inadecuados, con falta tanto de
sensibilidad como de especificidad diagnostica.

Por ultimo, el PRRSV es un patdgeno altamente variable en que el gen codificante
de la proteina de la nucleocépsida presenta una alta variabilidad tanto entre especies como
dentro del mismo grupo [159]. Por este motivo, en este caso concreto, se emplearon como
antigenos recombinantes las proteinas de la nucleocapsida de ambas especies, PRRSV-1
y PRRSV-2, asi como una proteina quimera formada por la union mediante una secuencia
de glicinas de la proteina N de ambas especies. Las distintas proteinas se obtuvieron en
trabajos previos del laboratorio empleando el sistema heterdlogo de E. coli, seguido de
un protocolo de purificacion a partir de los cuerpos de inclusion bacterianos. Para
asegurar la deteccion de cualquier especie de PRRSV mediada por aptameros, se empleo
como molde para la seleccion la proteina de la nucleocapsida quimera. En total, se
seleccionaron de forma exitosa 3 aptdmeros especificos frente a la proteina N de PRRSV
gue mostraban unos pardmetros de afinidad superiores por la proteina de PRRSV-2 (4-40
nM), que por la de PRRSV-1 (28-106 nM).

Los resultados obtenidos mediante ensayo ELONA para determinar los parametros
de afinidad de los aptameros se reprodujeron al evaluar su capacidad de capturar la
proteina recombinante, mostrando una sensibilidad mayor por la proteina de PRRSV-2
que por la de PRRSV-1. Para el desarrollo de ensayos ELASA, la mejor estrategia fue la
modificacion de los aptameros con un grupo biotina en el extremo 5’ y posterior
recubrimiento sobre placas de estreptavidina. Tanto el aptdmero 6.8R como el aptamero
6.14F mostraron unos resultados de sensibilidad analitica idénticos de, aproximadamente
20 ng/ml para la proteina N de PRRSV-2 (1,9 ng/pocillo), y de 39 ng/ml (3,9 ng/pocillo)
para la N de PRRSV-1. El ensayo desarrollado se evalu6 en condiciones saturantes de
recubrimiento con un grupo de 41 muestras positivas y negativas, para evaluar la
capacidad del ensayo de reconocer el antigeno nativo, obteniendo unos parametros
prometedores para un ensayo en vias de optimizacion, con un 89,5 % de sensibilidad y
un 72,7 % de especificidad. Ante estos resultados, se procedio a optimizar el ensayo
ELASA para garantizar una buena especificidad manteniendo valores de sensibilidad
diagnostica elevada. Asi, fue necesario reducir la concentracion de recubrimiento de las
placas de ELASA, ajustar la dilucion del anticuerpo detector y adaptar el protocolo de
tratamiento de las muestras para que los resultados fueran reproducibles. En estas

condiciones, se determind que el ensayo ELASA no era capaz de detectar al PRRSV en
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muestras de sangre ni de fluidos orales. Esta observacion puede deberse a que la
concentracion del virus en estas localizaciones es muy inferior a la encontrada en sus
organos diana como son los pulmones, 0 bien, a que en estas muestras haya algun
componente contaminante que no aparecen en los hisopos bronquiales y lavados
bronquioalveolares, y que actlan inhibiendo o interfiriendo en la interaccion del virus con
cualquiera de los dos aptdmeros seleccionados: el 6.8R o el 6.14F. En caso de evaluar la
sensibilidad del ensayo ELASA Unicamente en muestras de lavados broncoalveolares o
hisopos bronquiales, el ensayo desarrollado exhibié una sensibilidad del 72,5 % y una
especificidad del 100 %. Aunque ambos aptdmeros mostraron unos parametros
diagndsticos idénticos, los valores de Absorbancia a 450 nm obtenidos con el 6.14F
fueron mas prometedores para el desarrollo de nuevos ensayos diagnosticos que los
obtenidos con el aptdmero 6.8R, aunque para ambas moléculas se obtuvieron valores de
Absorbancia muy elevados en muestras concretas. El ensayo mostré la capacidad de
detectar de forma indistinta diversos aislados de PRRSV, tanto de PRRSV-1 como de
PRRSV-2 sin observarse una sensibilidad marcadamente superior por el aislado de
PRRSV-2. Ante esta observacion, se determind que los parametros de afinidad y
sensibilidad analitica del ELASA, que indicaban que el ensayo desarrollado tendria
mayor capacidad de detectar aislados de PRRSV-2, se debi¢ a un artefacto producido por
los diferentes protocolos de purificacion aplicados a la proteina N de PRRSV-1y PRRSV-
2, que se explicarian porque la proteina de la segunda especie muestre una estructura mas
similar a la nativa. Sin embargo, el valor de sensibilidad obtenido en un pequefio grupo
de muestras, junto con la necesidad de emplear placas de estreptavidina que acortan la
caducidad maxima del ensayo, imposibilitd el desarrollo del ELASA como un producto

comercial.

Cabe destacar que, en el presente trabajo, las muestras a las que se ha tenido acceso
han sido obtenidas de colecciones recogidas en las condiciones éptimas para la
determinacion de la carga viral mediante PCR, por lo que, probablemente, la adaptacion
del protocolo de toma de muestra para los hisopos bronquiales en este caso y nasales para
SIV, resuspendiendo el contenido total del hisopo directamente en el tampdn de muestra,
evitaria la necesidad de diluir las muestras y mejoraria tanto el valor de sensibilidad como

las sefiales de Absorbancia obtenidas con las distintas muestras.

Los aptdmeros han mostrado ser grandes herramientas para complementar el papel

de los anticuerpos, llegando en algun caso a mejorar los parametros obtenidos con los
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ensayos DAS-ELISA, presentando multiples ventajas: son mas faciles y rapidos de
obtener que los anticuerpos y permiten la facil renaturalizacion de las moléculas
capturadoras. Durante la optimizacion de los ensayos ELASA tipo sandwich para
deteccion de antigeno en muestras orales, un punto limitante ha sido el acceso a un
volumen suficiente de muestra al que aplicar diversos tratamientos en paralelo para la
seleccion de las condiciones optimas. Al emplear muestras de hisopos, los volimenes
obtenidos de las extracciones fueron muy limitados y requirieron de unas condiciones
muy controladas de conservacion de las mismas, a fin de garantizar el mantenimiento de

las proteinas de los patdgenos en matrices complejas.

De los experimentos llevados a cabo se puede deducir que para la optimizacion de
un ensayo tipo ELASA, el tampon seleccionado para el recubrimiento de las placas con
moléculas de aptamero es un pardmetro critico que condiciona la sensibilidad obtenida.
Esta observacion puede deberse a que, en funcion de la composicion en bases
nitrogenadas de los aptdmeros, la fuerza iénica y el pH de la solucion favorezcan una
estructura secundaria y terciaria concreta en cada caso. Dado que el principio de
reconocimiento del ELASA se basa en la estructura tridimensional adquirida por el
aptamero, esa composicion sera clave para el mantenimiento de la estructura adoptada en
el proceso de estructuracidn y, por tanto, para garantizar el reconocimiento de los motivos
presentes en las proteinas del patdgeno. Asi mismo, la modificacién de los aptameros
para favorecer su unién a las placas puede suponer un impedimento estérico importante
para la adquisicion de la estructura seleccionada en el proceso SELEX. En caso de que el
extremo 5’ quede en zonas internas de la molécula estructurada, la modificacion de la
molécula con un grupo grande como la biotina puede perjudicar al reconocimiento
especifico. Dado que los modelos de prediccion empleados deducen probabilidad de
formacion de enlaces entre bases, pero no de la estructura tridimensional de la molécula,
la modificacion a emplear para recubrir los pocillos de las placas de microtitulacién sigue

siendo un proceso empirico.

A pesar de los esfuerzos realizados, no fue posible determinar la competicion de los
distintos aptdmeros por un mismo epitopo, ni desarrollar un ensayo empleando
Unicamente aptameros. Al afiadir sobre una placa recubierta con una molécula de
aptamero capturador un segundo aptamero como detector, estas moléculas de ADN

mostraban una mayor tendencia a asociarse entre si que con la proteina afiadida como
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diana, dando paso a una sefial inespecifica que aparecia inalterada independientemente
de la proteina afiadida.

Las proteinas obtenidas de forma recombinante, han mostrado una elevada utilidad
en diversos campos Yy, concretamente, en el presente trabajo han mostrado su utilidad en
el desarrollo de métodos diagnosticos. Los antigenos recombinantes garantizan una
mayor reproducibilidad entre lotes, una respuesta similar a la de los patdgenos nativos
que se busca detectar y reducen los requerimientos de laboratorios de contencion para el
uso de los ensayos. A pesar de los avances realizados en los ultimos afios, el proceso de
seleccion del sistema heter6logo 6ptimo continda siendo un proceso empirico, en que la
prediccion de la toxicidad que las proteinas pueden generar sobre las células, la
determinacion de la estructura tridimensional que adquiriran tras la expresion y garantizar
las modificaciones post-traduccionales de las proteinas sigue siendo un proceso poco
controlado. Ante estos problemas, tecnologias como el sistema Gateway que facilitan el
subclonaje en multiples plasmidos tanto de expresién como de transferencia, favorecen

la obtencion de un antigeno funcional de una forma mas rapida y eficiente.

Por Gltimo, de los presentes desarrollos se puede concluir que, para la optimizacion
de ensayos diagnosticos directos, es imprescindible trabajar con muestras experimentales
y de campo, ya que los resultados obtenidos con las proteinas recombinantes o las
matrices contaminadas in vitro suelen no ser extrapolables a muestras reales. Al
presentarse en las matrices bioldgicas, los virus y patégenos pueden establecer unas
interacciones concretas con las células u otros componentes del organismo, asi como
presentar una localizacion celular determinada, que exijan de un determinado tratamiento
de las muestras previa realizacién de los ensayos. En el presente trabajo de tesis fue
necesario realizar una lisis celular previa para la deteccién de los patdgenos intracelulares,
M. hyopneumoniae y PCV2, a fin de permitir la interaccion entre el patégeno y el

aptamero empleado como molécula detectora.

Los anticuerpos monoclonales han mostrado ampliamente ser herramientas
fundamentales para el desarrollo de inmunoensayos con valor diagnostico y, aunque los
aptdmeros tienen un gran potencial complementando estos desarrollos, no se ha
conseguido reemplazar por completo el papel de los anticuerpos [74]. En el presente

trabajo, la tecnologia de hibridomas se ha aplicado para la obtencion de nuevos
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anticuerpos monoclonales especificos por la proteina VP30 del virus de la peste porcina
africana. La peste porcina africana es una importante enfermedad infecciosa que afecta a
cerdos y jabalies, domésticos y salvajes, de todas las edades manifestandose a través de
una gran diversidad de sindromes [163, 198]. Desde el afio 2016, se ha observado un
aumento en la notificacion de brotes de esta enfermedad, localizados principalmente en
Europa (67 % de los casos), seguido de Asia, donde la enfermedad se detectd por primera
vez en 2018 en China, y se ha transmitido rapidamente por todos los paises del sudeste
asiatico [253]. A pesar de todos los esfuerzos realizados, no se ha logrado un control
efectivo de esta enfermedad, por lo que, al no disponer de una vacuna eficiente, la Gnica
alternativa para minimizar los impactos econdémicos del ASFV es el diagndstico

temprano.

Como se muestra en la Figura 1.15, ASFV es un virus complejo con una molécula
de ADN gendmico que codifica entre 150-167 polipéptidos, entre los que se encuentran
muchas proteinas estructurales. Todavia no se ha identificado la composicién exacta de
cada una de las capas virales. La primera proteina que se describié como candidata al
diagndstico fue la VP72, cuyo gen codificante (B646L) es el empleado para la
clasificacion de los virus en genotipos. Desde su descripcion en 1921, solo se han
identificado 24 genotipos distintos de ASFV, por lo que no es un virus altamente variable.
A medida que avanzo la investigacion, se describieron otras proteinas estructurales,
potenciales dianas para el diagnostico. Entre ellas, la que ha suscitado mayor interés es la
proteina VP30, que ha mostrado su utilidad en el diagnéstico indirecto a través de la
deteccidn de anticuerpos en distintos tipos de muestras (suero, saliva e incluso heces)
[179, 254]. Por este motivo, a fin de ampliar las herramientas disponibles para la
deteccion de la infeccion por ASFV, en el presente trabajo se empled el antigeno VP30
para la obtencion de anticuerpos monoclonales y el posterior desarrollo de estas
herramientas en la aplicacion al diagnostico directo (western blot, inmunofluorescencia,
DAS-ELISA) e indirecto (ELISA de competicion).

Tras la fusion de linfocitos y células de mieloma, se consiguieron aislar tres lineas
de hibridoma estables, productoras de anticuerpos monoclonales especificos por la VP30:
11G9, 13A12 y 13E12. Las tres lineas de hibridomas mostraron una buena adaptacion al
crecimiento en biorreactor, aunque con peores resultados en el caso del hibridoma 13E12.
Aun asi, fue posible purificar IgG a partir del medio de cultivo con todos los hibridomas.

Las inmunoglobulinas purificadas se isotiparon como IgG1 y se caracterizaron mediante
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distintas técnicas. En primer lugar, se determiné que las tres inmunoglobulinas
reconocian dos epitopos distintos en el antigeno de interés, mostrando un solapamiento
entre las 1gGs 13A12 y 13E12 que, presumiblemente, reconocerian el mismo epitopo o
epitopos proximos en la VP30. Mediante western blot, las tres 1gGs mostraron una
respuesta altamente especifica por la proteina de interés, no observandose sefiales de

reactividad cruzada con ninguna de las proteinas incluidas como control negativo.

La caracterizacion de los anticuerpos monoclonales mediante inmunofluorescencia
sobre células de insecto infectadas en condiciones Optimas con el baculovirus
recombinante AcCHLTA+VP30 indicd que los tres anticuerpos monoclonales presentaban
una sefial especifica con esta técnica, observando una sefial menos intensa en las células
infectadas con el anticuerpo monoclonal 11G9. No se observaron diferencias en el
comportamiento de los anticuerpos monoclonales 13A12 y 13E12 en este ensayo, de
modo que cualquiera de ellos podria llegar a ser un producto comercial para la deteccion
del ASFV mediante esta tecnologia. Debido a las implicaciones para la salud animal del
ASFV, este patdgeno debe ser manejado en laboratorios de contencidn bioldgica de nivel
3, no disponibles en Ingenasa, y, por tanto, no se han podido evaluar sobre células
infectadas con virus nativo. En los proximos meses se tratara de llevar a cabo esta

valoracion en laboratorios con la seguridad bioldgica requerida.

Los nuevos AcMs se emplearon para desarrollar un ensayo DAS-ELISA que
permitio detectar la proteina VP30 obtenida en el sistema de células de insecto (BVES).
La mejor combinacion se obtuvo al emplear el anticuerpo 11G9 conjugado a peroxidasa
como detector junto con cualquiera de los otros dos AcMs, 13A12 o 13E12, como
capturadores. En estas condiciones el ensayo exhibi6 una sensibilidad analitica
prometedora, de 40 ng/ml.

El comportamiento de los anticuerpos en funcion del ensayo desarrollado, depende
de varios parametros: el isotipo de inmunoglobulina producida por los hibridomas, la
afinidad de los anticuerpos por el antigeno y el estado del antigeno a evaluar. Estudios
previos han demostrado que, para poder realizar de forma eficiente el marcaje de las
inmunoglobulinas, es preferible trabajar con 1gG que con IgM o IgA por su estructura
monomérica. Asi mismo, las IgG son las inmunoglobulinas mas especificas por su
antigeno en contraposicion a las IgM que son moléculas con una avidez muy elevada pero
una menor especificidad al tratarse de moléculas mas inmaduras [16, 255]. La experiencia

previa del laboratorio ha evidenciado ademas que los hibridomas productores de 1gG son
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mas estables que los productores de IgM, siendo los que mas habitualmente se obtienen
tras el proceso de aislamiento y seleccion de hibridomas. Al trabajar en técnicas como el
western blot, los antigenos son tratados previamente mediante desnaturalizacion para ser
separados por SDS-PAGE perdiendo su estructura tridimensional. De este modo, en este
tipo de ensayos solo serdn capaces de reconocer de forma especifica sus antigenos
aquellos anticuerpos que, como los seleccionados, reconozcan una secuencia lineal y no
epitopos conformacionales en el antigeno [256]. Asi mismo, la estructura que el antigeno
tiene tras su purificacion puede verse alterada con respecto a la que adopta en la célula
Sf9, pudiendo ser una explicacion al diferente comportamiento que el anticuerpo 11G9
presenta como detector en inmunofluorescencia y DAS-ELISA.

Los nuevos anticuerpos monoclonales obtenidos frente a la VP30 se emplearon para
desarrollar un ensayo para la deteccion de anticuerpos especificos frente al ASFV en
formato ELISA de competicion. Para el recubrimiento de pocillos de placas de
microtitulacion, se empled la proteina VP30 obtenida en células de insecto, puesto que
mostraba un rendimiento muy superior a la proteina obtenida en células de E. coli, y a
que su uso ha sido validado previamente en el laboratorio para la deteccion de anticuerpos
especificos frente al ASFV en formato de ELISA indirecto. La diferencia principal entre
un ensayo ELISA indirecto y ELISA de competicién, radica en que en el primero, se
detectan anticuerpos totales producidos frente al antigeno tapizado, mientras que en el
segundo solo se evalla la respuesta frente a un epitopo concreto, por lo que tiene que ser
un epitopo mantenido y altamente inmunogénico en el animal. Empleando los anticuerpos
11G9, 13A12 y 13E12, no fue posible lograr un porcentaje de competicion superior al
50 % con un suero positivo de referencia con un elevado titulo de anticuerpos, segun
caracterizacion previa mediante ELISA indirecto y mediante ELISA de competicion
empleando el antigeno VP72. Estudios previos obtenidos en varios laboratorios, incluido
el nuestro, han demostrado que la proteina VP30 es una buena candidata para la deteccién
de anticuerpos frente al ASFV [118, 179, 254, 257], por lo que el mal funcionamiento del
ensayo no se debia a la seleccion del antigeno, sino a los apitopos reconocidos por los
anticuerpos monoclonales seleccionados. Los anticuerpos obtenidos frente a la proteina
VP30 no reconocen los epitopos que resultan ser mas inmunogénicos en el animal,
mostrando Unicamente una interaccién que dificulta parcialmente la unién de los
anticuerpos detectores, pero no la impide. Esta observacion puede deberse a que el
antigeno empleado en la inmunizacion presentara una estructura distinta a la que presenta

en el virus completo, al haberse obtenido en células de bacteria, exhibiendo unos epitopos
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distintos al inmunizar a los animales de investigacion. O a que la respuesta generada por

los ratones sea predominante por otros motivos estructurales.

De los resultados obtenidos, se determino que los nuevos anticuerpos monoclonales
obtenidos no son buenas herramientas para la deteccidn de anticuerpos especificos frente
al ASFV, por reconocer unos epitopos ligeramente distintos a los reconocidos de forma
natural en el animal. Sin embargo, mostraron ser buenas herramientas para el desarrollo
de nuevos métodos para el diagndéstico directo de la infeccion, ya que en western blot,
DAS-ELISA e inmunofluorescencia mostraron la capacidad de reconocer de forma
especifica y sensible a la proteina VP30 producida en un sistema heter6logo distinto al

del antigeno empleado en la inmunizacion.

Por ultimo, en el presente trabajo de tesis se ha abordado el desarrollo de ensayos
de diagnostico indirecto, que permiten detectar una inmunizacién frente al patégeno de
interés meses después del contacto, siendo una herramienta fundamental para la
realizacion de estudios epidemioldgicos. Para poder llevar a cabo un buen diagnostico de
laboratorio es imprescindible realizar un escrupuloso analisis clinico, ya que los ensayos
de laboratorio usados en la actualidad Unicamente permiten detectar un patégeno en
concreto. Esta limitacion observada para el diagndstico de laboratorio podria solventarse
con la optimizacion de ensayos multiples. Las herramientas de diagnéstico multiple
permiten detectar de forma simultanea la presencia de varios patégenos, por lo que no
necesitan un examen clinico tan riguroso como los métodos individuales, permitiendo
distinguir infecciones con cuadros clinicos similares en un Unico andlisis y facilitando la
aplicacién de estudios epidemioldgicos. Estos ensayos reducen los tiempos asociados al
procesamiento de las muestras, asi como el trabajo derivado de las evaluaciones y la
necesidad de grandes volimenes de muestras pues, en este caso concreto, 0,5 ul de suero
es suficiente para evaluar la respuesta frente a 6 patogenos distintos. Al miniaturizar la
superficie del ensayo, los ensayos multiples pueden ser mas sensibles que los
correspondientes ensayos individuales y reducen la variabilidad pues el ensayo se realiza
sobre, al menos, 50 microesferas de forma simultanea y diferencial, y se reduce la
variabilidad comparada con la realizacion de varios ensayos independientes considerando

el error humano, interensayo y de manejo de muestras [110, 111].
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En el presente trabajo de tesis se han desarrollado dos ensayos multiples. En primer
lugar, se trabajo en la optimizacion de un ensayo triple para la deteccion simultanea y
diferencial de anticuerpos frente a los virus ASFV y CSFV, dos patdgenos de declaracién
obligatoria a la OIE e indistinguibles en evaluacion clinica, ya que cursan con una
sintomatologia muy similar. Durante los ultimos afios, estos dos virus han causado
multiples brotes en diversas zonas geograficas, ampliando las posibilidades de que ambos
virus aparezcan en una region de forma simultanea [170]. En ambos casos, dentro de
Europa, la deteccion de anticuerpos frente a cualquiera de estos virus es un indicativo
directo de infeccion, ya que para ASFV no se dispone de vacunas y para CSFV, la
vacunacion esta prohibida en Europa para asegurar un control 6ptimo de la evolucion de

ambas enfermedades.

Dado que ASFV es un virus complejo, en el ensayo maltiple se introdujeron los dos
antigenos mas habitualmente empleados en diagndstico: la VP72 y la VP30. Para la
deteccidn de anticuerpos frente al ASFV, ambos antigenos (VP72 y VP30) mostraron un
comportamiento similar exhibiendo unos buenos parametros diagnosticos (Sn: 96,2 % y
Sp: 98,6 — 99,0 %). Asi mismo, si consideraramos muestra positiva como aquella que
reconociese a cualquiera de los antigenos utilizados, VP30 o VP72, la sensibilidad del
ensayo aumentaria hasta el 97,3 %, con una especificidad del 98,3 %. De los 7 falsos
positivos detectados con los dos antigenos en combinacidn, 6 se obtuvieron de animales
a distintos dias post-infeccion, principalmente en el rango de los 10 a los 15 dias, lo que
podria significar que el ensayo desarrollado es ligeramente mas sensible que el ELISA
usado como referencia para la deteccion de anticuerpos. Si los resultados obtenidos con
estos sueros se consideraran como un incremento de sensibilidad en la determinacion de
los parametros en lugar de falsos positivos, los parametros diagnosticos del ensayo
aumentarian hasta el 97,4 % de sensibilidad, perdiéndose 5 muestras positivas y 99,7 %
de especificidad. Esta hipotesis se refuerza al observar en la Figura 1V.52 que el ensayo
maultiple detecta un 68 % de muestras positivas en el rango de 8-15 dpi frente al 58 %
observado con el ELISA empleado como técnica de referencia, asi como un 97 % en el
grupo de 16-28 dpi frente al 90 % obtenido con el ELISA. El antigeno VP30 aparece
como un gran candidato para el desarrollo de métodos diagndsticos ya que es un antigeno
recombinante, que muestra los mismos parametros diagndsticos con la mitad de
concentracion de proteina utilizada con respecto a la VP72. Para la deteccion de
anticuerpos frente al ASFV en futuros desarrollos solo se incluira la proteina VP30 por

ser mas reproducible y barata de obtener.
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Por otro lado, para la deteccion de anticuerpos especificos frente al CSFV
empleando el antigeno E2 se obtuvieron unos buenos pardmetros diagnosticos con una
sensibilidad del 95,7 % y una especificidad del 99,8 % obteniendo un dnico resultado
falso positivo proveniente de un suero experimental de ASFV a 59 dias post-infeccién
que mostraba unos elevados niveles de inmunoglobulinas frente al ASFV, por lo que
podria tratarse de una reaccion inespecifica. El ensayo no mostro reactividades cruzadas
con los otros Pestivirus incluidos en el estudio, BVDV y BDV, dos patégenos altamente
relacionados antigénicamente con el CSFV que pueden aparecer causando infeccién en

porcino.

Actualmente, a pesar de los esfuerzos realizados, no se dispone de una vacuna
eficiente para erradicar la ASF [258]. En contraposicion, se dispone de vacunas altamente
eficaces y seguras para la erradicacion de CSF, que han ayudado a que este virus se
elimine de forma exitosa en muchos paises a través de exhaustivos programas de control.
Sin embargo, la vacunacion frente al CSFV estd prohibida a dia de hoy en Europa,
reservandose para casos extremos en los que la enfermedad no se pueda contener
mediante las estrategias clasicas de cuarentenas y aislamientos, a fin de tener un mejor
control epidemioldgico del estado de salud general del porcino con respecto a esta
enfermedad [259]. Con estas consideraciones, mediante la combinacion de los tres
antigenos, el ensayo triple desarrollado permitiria identificar la circulacion de cualquiera

de los dos virus en una granja facilitando el diagnostico indirecto de estas enfermedades.

A continuacién, el panel puesto a punto para la deteccién de anticuerpos frente a
los patdgenos ASFV y CSFV, se amplié afiadiéndose los antigenos mas relevantes para
la deteccidn de anticuerpos especificos frente a PRRSV (N) y SIV (NP) que, al igual que
ASFV y CSFV, son patdgenos de alta relevancia para la industria porcina que se incluyen
entre las patologias de interés descritas por la OIE. Asi mismo, se afiadio un antigeno para
la deteccion de anticuerpos especificos frente a Mycobacterium bovis (MPB83), un
patdgeno de gran relevancia para la industria porcina espafiola por la elevada prevalencia
detectada en animales salvajes de diversas familias animales que actian como reservorios
(ciervos, corzo, jabali...) y que la convierten en una enfermedad endémica. Y, por ultimo,
se introdujo en el panel del ensayo la proteina P239 del HEV por ser un potencial

patdgeno enzodtico cuya vigilancia esta ganando importancia en los Gltimos afos.
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Ante la importancia que todas estas enfermedades tienen para la industria porcina,
el desarrollo de un ensayo maltiple que permita detectar anticuerpos de forma diferencial
y simultanea frente a cualquiera de ellos permitiria desarrollar un Gnico plan de vigilancia
capaz de detectar el estado de inmunidad frente a un complejo panel de patdgenos. Para
poder discutir los resultados obtenidos en este apartado, es necesario hablar en primer
lugar de los hébitos de vacunacion llevados a cabo con respecto a cada uno de estos
patdgenos. En concreto, se evaluo la situacion actual en Espafia y en Alemania, paises de

origen de las muestras analizadas.

Como se ha comentado anteriormente, la deteccion de anticuerpos especificos
frente a ASFV y CSFV es un indicativo directo de infeccion, ya que no se vacuna a los
cerdos en las granjas salvo caso de emergencia, y aunque podria encontrarse algin animal
vacunado frente a CSFV, no es un suceso habitual. Todas las muestras de campo
analizadas fueron clasificadas como negativas frente a CSFV y ASFV con los ELISA
empleados como referencia, por lo que se incluyeron muestras experimentales para la
evaluacion de los parametros del ensayo. En el caso de la deteccion de anticuerpos
especificos frente a ASFV en las nuevas condiciones establecidas, las sefiales medias de
MFI se redujeron implicando una bajada del punto de corte a 1.090. Muchos de los sueros
obtenidos a dias tempranos post-infeccion no se encontraban disponibles cuando se llevo
a cabo el ensayo séxtuple, por lo que la evaluacién del ensayo multiple se realizd con un
grupo méas reducido de muestras, manteniendo buenos parametros de sensibilidad
(93,9 %) y especificidad (100 %).

En el caso de la deteccion de anticuerpos frente al CSFV, y del mismo modo que
sucedia con la deteccién de anticuerpos especificos frente al ASFV, el ensayo microarray
en suspension parecid mostrar un mejor parametro de sensibilidad en las muestras
experimentales obtenidas a 21 dias post-infeccion, que se clasificaron como negativas
empleando el ELISA de referencia. Considerando estas muestras como un incremento en
la sensibilidad del ensayo, los parametros diagndsticos obtenidos para la deteccion de
anticuerpos frente al CSFV fueron del 100 % de especificidad, obteniendo tan solo dos
resultados falsos negativos en muestras obtenidas en co-infecciones de CSFV con los
Pestivirus BDV y BVDV, por lo que podria deberse en parte a una reactividad cruzada
en ELISA. El ensayo multiple para la deteccion de anticuerpos frente a CSFV no mostro
reactividad cruzada con BDV ni BVDV.
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En el caso de tuberculosis, no se dispone de vacunas comerciales para la vacunacion
frente a M. bovis en cerdos, y su deteccion en animales de cria intensiva no es habitual
debido a su aislamiento del medio. Sin embargo, en aquellos animales que, como el cerdo
ibérico, son criados en cria extensiva, en mayor contacto con la naturaleza, debido a que
comparten espacio con animales salvajes en los que la tuberculosis es altamente
prevalente, es mas habitual encontrar anticuerpos frente a M. bovis [260]. Rara vez se
identifica a esta bacteria por sus efectos patogénicos en el individuo, ya que la
tuberculosis es una enfermedad lenta y, debido al tiempo de cria de los animales de, como
mucho 1 afio, no suele haber tiempo a que desarrollen una patologia grave [261]. Los
sueros de campo analizados provenian de granjas de cria intensiva alemanas, de modo
que todos ellos fueron caracterizados como negativos con el ELISA de referencia. En
estas condiciones, el ensayo desarrollado mostré una especificidad muy elevada con tan
solo tres resultados falsos positivos entre las 1.264 muestras negativas de suero evaluadas
con el ensayo multiple. Asi mismo, el ensayo exhibid una sensibilidad elevada del
97,5 %, detectando como falso negativo tan solo tres de las 120 muestras positivas
introducidas en el ensayo. La microesfera optimizada para la deteccion de anticuerpos
especificos frente a M. bovis, fue la que mayor punto 6ptimo de corte mostrd, con un
valor de 5.045, que puede deberse a que la infeccion por esta bacteria induce en los
animales una fuerte respuesta humoral, detectando un mayor nivel de anticuerpos. Asi
mismo, la proteina MPB83 acoplada a la superficie de las microesferas se encontraba
fusionada al péptido de fusion GST. Estudios previos han evidenciado que, en
determinadas condiciones de enfermedad, pueden aparecer de forma normal niveles
elevados en suero de anticuerpos especificos frente a este péptido de fusion [262, 263].
De este modo, los resultados falsos positivos obtenidos y los sueros mas proximos al
punto de corte observados en el ensayo podrian deberse a una sefial cruzada de
anticuerpos del animal capaces de reconocer el péptido de fusién GST, que también serian
detectados por el anticuerpo revelador 1BH7. Para solventar este problema, en posibles
optimizaciones del panel desarrollado podria introducirse una microesfera acoplada a
GST con el objetivo de sustraer la sefial producida por este péptido de la obtenida con la
proteina MPB83, lo que podria implicar una mejora de ambos parametros diagnésticos:
especificidad al reducir los falsos positivos y sensibilidad en caso de que permitiera
reducir el punto de corte 6ptimo establecido para la microesfera. O se podria trabajar con

una proteina MPB83 que no contuviera este péptido de fusion.
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El PRRSV es un virus cuya erradicacion no ha sido viable por ser un proceso muy
costoso y poco efectivo en el tiempo, ya que, tras la erradicacion del patdgeno en las
granjas, éste puede reintroducirse a los pocos afios por el manejo habitual, por ejemplo,
con la introduccion de nuevos reproductores en granjas de cria. EI PRRS es una
enfermedad de elevada prevalencia y que causa importantes pérdidas econdémicas a la
industria porcina. Actualmente hay varias vacunas comerciales ampliamente utilizadas
basadas en distintas cepas de PRRSV-1 vivo modificado, siendo las mas empleadas:
Porcilis PRRSV, MSD; SUVAXYN-PRRS-MLV, Zoetis y Pyrsvac-183®, Syva. La
estrategia de vacunacion varia de unas granjas a otras encontrando piaras en las que se
vacuna a todos los animales y otras en las que no se realiza vacunacion a fin de emplear
la deteccidn de anticuerpos como un marcador diagndstico y poder asi detectar de forma
temprana los brotes. Ante estas practicas, la deteccidn de anticuerpos no puede asociarse
directamente con la infeccion por el virus, ya que dependera de la estrategia seguida por
cada granja. En el ensayo multiple desarrollado, se empled la proteina de la nucleocapsida
de PRRSV-1 por ser la mas prevalente en Europa y la especie mas empleada en las
principales vacunas. La deteccion de anticuerpos empleando la plataforma Luminex
mostré unos pardmetros diagnosticos del 87,0 % de sensibilidad y del 94,6 % de
especificidad. En este caso, el sistema empleado como técnica de referencia es un ELISA
indirecto que emplea la proteina quimera (N PRRSV-1 + N PRRSV-2) para la deteccion
de anticuerpos frente a cualquiera de las dos especies del PRRSV de forma simultanea.
Debido a la diferencia en el antigeno empleado en el reconocimiento, la bajada de la
sensibilidad puede deberse a que, debido a la diferencia estructural de la proteina N,
algunos de los animales detectados como positivos a anticuerpos especificos de PRRSV
con el ELISA se deban a una infeccién con PRRSV-2, menos prevalente pero presente en
Europa, y no sean detectados mediante el ensayo multiple [158]. Debido a que los sueros
de campo empleados en la evaluacion del ensayo no son rastreables, solo se trata de una
hipotesis que no se ha podido demostrar. Asi mismo, los parametros de sensibilidad y
especificidad del ELISA empleado como referencia no son del 100 %. Este ELISA
muestra una sensibilidad del 88 % comparado con la técnica de inmunofluorescencia
indirecta, asi como un 100 % comparado con el IPMA, técnica de referencia europea para
la deteccidn de anticuerpos. Asi como un 97,2 % de especificidad en sueros obtenidos
frente al PRRSV-1y 93,2 % en sueros obtenidos frente al PRRSV-2. Al no disponer de
informacién detallada, no se puede hacer una discusion mas exhaustiva de los resultados,

aunque, dados los parametros diagndsticos del ELISA de referencia, seria posible que
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algunos de los resultados falsos positivos y falsos negativos se deban a una clasificacion
poco precisa por parte de la técnica de referencia.

Con respecto a la influenza porcina, actualmente se dispone de una amplia gama de
vacunas frente a la infeccidn causada por el virus Influenza en aves y cerdos, pero no se
ha conseguido desarrollar una vacuna universal que proteja frente a todos los subtipos del
virus, teniendo que adaptar la vacuna cada pocos afios [264]. A pesar de los avances
realizados en este campo, las vacunas mas ampliamente utilizadas para prevenir el SIV
contindan siendo las basadas en mezclas de las cepas més abundantes del afio anterior
inactivadas, y la vacunacion no se lleva a cabo de forma masiva mas que en casos de
cepas altamente patogénicas [265-267]. De modo que, al igual que sucedia con PRRSV,
la presencia de anticuerpos frente a la NP de Influenza A no es evidencia inequivoca de
un contacto con el virus. Dentro del ensayo multiple desarrollado, la deteccion de
anticuerpos especificos frente al virus Influenza A mostré unos pardmetros diagndsticos
del 95,8 % de sensibilidad y 87,9 % de especificidad. Debido a que las muestras evaluadas
eran sueros de campo, no se disponia del historial de los animales para realizar una
evaluacion detallada del prototipo. Sin embargo, es relevante indicar que el ensayo usado
como referencia es un ELISA indirecto que emplea como antigeno un homogeneizado de
Influenza obtenido en cultivo celular. Este ensayo comercial muestra unos parametros
diagnosticos confirmados del 87 % de sensibilidad y 89 % se especificidad comparado
con el ensayo indirecto de hemaglutinacion. Estos valores de sensibilidad y especificidad
podrian justificar algunos de los resultados falsos positivos y falsos negativos obtenidos
en el ensayo mdltiple por ser una mala clasificacion del ELISA empleado como

referencia.

Por altimo, la hepatitis E es una importante enfermedad zoon6tica que puede causar
graves problemas de salud en personas inmunodeprimidas, sobre todo en aquellos paises
con menos recursos. Actualmente se dispone de vacunas para el control de la infeccién
por el HEV en humanos, pero su eficacia no se ha demostrado en animales. El control de
este virus en cerdo, puesto que su transmisién se produce a través de alimentos
contaminados, ayudaria al control de la enfermedad en personas [268]. Dado que la
vacunacion no se aplica en campo, la presencia de anticuerpos es indicativo de un
contacto directo con el virus. En el caso de la deteccion de anticuerpos especificos frente
al HEV se obtuvieron unos buenos parametros diagnosticos del 95,7 % de sensibilidad y

94,6 % de especificidad. La diferencia principal entre el ELISA empleado como
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referenciay el ensayo multiple es la molécula empleada como molécula detectora, que en
el caso del ELISA fue proteina G marcada con peroxidasa y en el ensayo multiple fue el
anticuerpo 1BH7 especifico frente al dominio constante de las IgGs porcinas. Mientras
que el uso de proteina G permite desarrollar ensayos independientes de especie, capaces
de detectar de forma especifica inmunoglobulinas del tipo 1gG, esta proteina presenta una
afinidad variable en funcién de la especie, mostrando una menor especificidad por IgGs
porcinas [255]. En este caso, la especificidad y respuesta del anticuerpo 1BH?7,
seleccionado especificamente para este fin, podria ser una mejor estrategia para la
deteccion multiple de IgGs porcinas. Mdltiples estudios han mostrado una elevada
seroprevalencia frente a este virus tanto entre cerdos y jabalies como en humanos,
mostrandose una relacion muy estrecha entre ambos. La mayor incidencia detectada en
humanos se relaciona directamente con un contacto estrecho con el sector porcino,
encontrandose las seroprevalencias mas elevadas entre trabajadores de este sector, lo que
refuerza las hipétesis de los ultimos afios que indican que los cerdos son un importante
reservorio de HEV [269, 270]. La hepatitis E es una importante enfermedad zoonética
que cada vez muestra una expansion mayor en Europa, habiéndose convertido en una
enfermedad endémica en el sector porcino a nivel mundial [271, 272]. En el presente
estudio, se ha evidenciado una seroprevalencia en cerdos de cria intensiva en Alemania
del 38,16 % (382/1.001).

Por lo que se puede concluir, que el ensayo multiple desarrollado es una potente
herramienta para el control epidemiol6gico de importantes patégenos para la industria en

ganado porcino.
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Conclusiones

1. Las proteinas recombinantes permiten facilitar y reducir costes del
diagndstico de laboratorio, ya que presentan una funcionalidad comparable a los
antigenos nativos y, ademas, pueden emplearse en la obtencion de moléculas de
reconocimiento especifico (como anticuerpos y aptdmeros) para el desarrollo de métodos

de diagndstico.

2. Los aptameros son unas prometedoras herramientas de aplicacion al area
diagnostica que pueden mejorar en determinadas condiciones la sensibilidad de los
inmunoensayos, mostrando el potencial de ampliar su implantacién. Sin embargo, no ha

sido posible reemplazar por completo el papel de los anticuerpos en estos desarrollos.

3. La optimizacion de ensayos ELASA ha mostrado ser altamente
dependiente de la matriz empleada como muestra, no permitiendo su adaptacion al uso
en matrices complejas como las heces. Sin embargo, al emplear como matriz hisopos
obtenidos del tracto respiratorio, mostraron una mejora de los parametros diagnosticos

con respecto al ELISA.

4. Empleando un aptdmero especifico frente a la NP de SIV en combinacion
con un anticuerpo monoclonal revelador, se ha conseguido optimizar un ensayo ELASA
para la deteccion de antigeno en hisopos nasales con gran interés como producto

comercial.

5. En el presente trabajo se han obtenido tres nuevos anticuerpos
monoclonales especificos frente a la proteina VP30 con un gran potencial para su
aplicacion al diagndstico directo de ASFV.

6. Los ensayos multiples son una plataforma muy prometedora que podria
simplificar la vigilancia epidemiologica, ahorrando tiempo, costes y volumen de muestra.
En el presente trabajo se ha desarrollado un panel para la deteccion de anticuerpos
especificos frente a Mycobacterium bovis, PRRSV, SIV, HEV, ASFV y CSFV que
muestra buenos parametros para el diagndstico simultaneo y diferencial de todos los
patogenos, mostrando una sensibilidad ligeramente superior al ELISA, especialmente a

dias tempranos post-infeccion.
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Anexo Il. Secuencias de aminoacidos
de las proteinas recombinantes

GST-VP6 PRVA

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYI
DGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETL
KVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFP
KLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRPWSNQTSLY
KKAGSEFALMEVLYSLSKTLKDARDKIVEGTLYSNISDLIQQFNQMIVTMNGNDFQ
TGGIGNLPIRNWNFDFGLLGTTLLNIDANYVENARTTIEYFIDFIDNVCMDEMARE
SQRNGIAPQSEALRKLSGIKFKRINFDNSSDYIENWNLQNRRQRTGFVFHKPNILPY
SASFTLNRSQPAHDNLMGTMWINAGSEIQVAGFDYSCAFNAPANIQQFEHVVPLR
RALTTATITLLPDAERFSFPRVINSADGATTWYFNPVIIRPSNVEVEFLLNGQIINTY
QARFGTIARNFDTIRLSFQLVRPPNMTPAVANLFPQAPPFIFHATVGLTLRIESAVC
ESVLADASETLLANVTAVRQEYAIPVGPVFPPGMNWTELITNYSPSREDNLQRVFT
VASIRSMLIK*

NUmero de aminoacidos: 639
Peso molecular (kDa): 73,0
pl teorico: 6,02

6xHis-VP6 PRVA (E. coli)

MSYYHHHHHHLESTSLYKKAGSEFALMEVLYSLSKTLKDARDKIVEGTLYSNISDLI
QQFNQMIVTMNGNDFQTGGIGNLPIRNWNFDFGLLGTTLLNIDANYVENARTTIE
YFIDFIDNVCMDEMARESQRNGIAPQSEALRKLSGIKFKRINFDNSSDYIENWNLQN
RRORTGFVFHKPNILPYSASFTLNRSQPAHDNLMGTMWINAGSEIQVAGFDYSCAF
NAPANIQQFEHVVPLRRALTTATITLLPDAERFSFPRVINSADGATTWYFNPVIIRPS
NVEVEFLLNGQIINTYQARFGTIIARNFDTIRLSFQLVRPPNMTPAVANLFPQAPPFI
FHATVGLTLRIESAVCESVLADASETLLANVTAVRQEYAIPVGPVFPPGMNWTELI
TNYSPSREDNLQRVFTVASIRSMLIK*

NUmero de aminoacidos: 423
Peso molecular (kDa): 47,9
pl teorico: 6,22
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6xHis-VP6 PRVA (BVES)

MGHHHHHHGRRRASVAAGILVPRGSPGLDGICSIEEFRITSLYKKAGSEFALME
VLYSLSKTLKDARDKIVEGTLYSNISDLIQQFNQMIVTMNGNDFQTGGIGNLPIRN
WNFDFGLLGTTLLNIDANYVENARTTIEYFIDFIDNVCMDEMARESQRNGIAPQSE
ALRKLSGIKFKRINFDNSSDYIENWNLOQNRRQRTGFVFHKPNILPYSASFTLNRSQP
AHDNLMGTMWINAGSEIQVAGFDYSCAFNAPANIQQFEHVVPLRRALTTATITLL
PDAERFSFPRVINSADGATTWYFNPVIIRPSNVEVEFLLNGQIINTYQARFGTIIARN
FDTIRLSFQLVRPPNMTPAVANLFPQAPPFIFHATVGLTLRIESAVCESVLADASET
LLANVTAVRQEYAIPVGPVFPPGMNWTELITNYSPSREDNLQRVFTVASIRSMLIK*

NUmero de aminoacidos: 449
Peso molecular (kDa): 50,4
pl tedrico: 6,81

VP6 PRVA (BVES, intracelular)

MEVLYSLSKTLKDARDKIVEGTLYSNISDLIQQFNQMIVTMNGNDFQTGGIGNLPI

RNWNFDFGLLGTTLLNIDANYVENARTTIEYFIDFIDNVCMDEMARESQRNGIAPQ
SEALRKLSGIKFKRINFDNSSDYIENWNLQNRRQRTGFVFHKPNILPYSASFTLNRS
QPAHDNLMGTMWINAGSEIQVAGFDYSCAFNAPANIQQFEHVVPLRRALTTATIT

LLPDAERFSFPRVINSADGATTWYFNPVIIRPSNVEVEFLLNGQIINTYQARFGTIIA

RNFDTIRLSFQLVRPPNMTPAVANLFPQAPPFIFHATVGLTLRIESAVCESVLADAS

ETLLANVTAVRQEYAIPVGPVFPPGMNWTELITNYSPSREDNLQRVFTVASIRSML
IK*

NUmero de aminoacidos: 397
Peso molecular (kDa): 44,8
pl tedrico: 5,70
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gp64-VP6 PRVA (BVES, extracelular)

MLLVNQSHQGFNKEHTSKMVSAIVLYVLLAAAAHSAFAADPITSLYKKAGSEFALMEVLYS
LSKTLKDARDKIVEGTLYSNISDLIQQFNQMIVTMNGNDFQTGGIGNLPIRNWNFD
FGLLGTTLLNIDANYVENARTTIEYFIDFIDNVCMDEMARESQRNGIAPQSEALRK
LSGIKFKRINFDNSSDYIENWNLQNRRQRTGFVFHKPNILPYSASFTLNRSQPAHDN
LMGTMWINAGSEIQVAGFDYSCAFNAPANIQQFEHVVPLRRALTTATITLLPDAER
FSFPRVINSADGATTWYFNPVIIRPSNVEVEFLLNGQIINTYQARFGTIIARNFDTIRL
SFQLVRPPNMTPAVANLFPQAPPFIFHATVGLTLRIESAVCESVLADASETLLANVT
AVRQEYAIPVGPVFPPGMNWTELITNYSPSREDNLQRVFTVASIRSMLIK*

La region marcada en cursiva se elimina en el proceso de secrecion por corte proteolitico

NUmero de aminoacidos: 414
Peso molecular (kDa): 46,6
pl teorico: 5,72

gp64-6xHis-NP SIV

MLLVNQSHQGFNKEHTSKMVSAIVLYVLLAAAAHSAFAADPITSLYKKAGSEFALMHHHH
HHASQGTKRSYEQMETDGERQNATEIRASVGKMIGGIGRFYIQMCTELKLSXYEG
RLIQNSLTIERMVLSAFDERRNKYLEEHPSAGKDPKKTGGPIYRRVNGKWMRELI
LYDKEEIRRIWRQANNGDDATAGLTHMMIWHSNLNDATYQRTRALVRTGMDPR
MCSLMQGSTLPRRSGAAGAAVKGVGTMVMELVRMIKRGINDRNFWRGENGRKT
RIAYERMCNILKGKFQTAAQKAMMDQVRESRNPGNAEFEDLTFLARSALILRGSV
AHKSCLPACVYGPAVASGYDFEREGYSLVGIDPFRLLQNSQVYSLIRPNENPAHKS
QLVWMACHSAAFEDLRVLSFIKGTKVLPRGKLSTRGVQIASNENMETMESSTLEL
RSRYWAIRTRSGGNTNQQRASAGQISIQPTFSVQRNLPFDRTTIMAAFNGNTEGRT
SDMRTEIIRMMESARPEDVSFQGRGVFELSDEKAASPIVPSFDMSNEGSYFFGDNA
EEYDX*

NUmero de aminoéacidos (sin gp64/con gp64): 521 / 559
Peso molecular (kDa, sin gp64/con gp64): 58,8 / 62,9
pl tedrico (sin gp64/con gp64): 9,39 /9,41
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6xHis-P46 Mycoplasma hyopneumoniae

MSYYHHHHHHLESTSLYKKAGSEFALMKKMLRKKFLYSSAIYATSLASIHIAFVAAGC
GQTESGSTSDSKPQAETLKHKVSNDSIRIALTDPDNPRWISAQKDIISYVDETEAATS
TITKNQDAQNNWLTQQANLSPAPKGFIIAPENGSGVGTAVNTIADKGIPIVAYDRLI
TGSDKYDWYVSFDNEKVGELQGLSLAAGLLGKEDGAFDSIDQMNEYLKSHMPQE
TISFYTIAGSQDDNNSQYFYNGAMKYVLKELMKNSGNKIIDLSPEGENAVYVPGWN
YGTAGQRIQSFLTINKDPAGGNKIKAVGSKPASIFKGFLAPNDGMAEQAITKLKLE
GFDTQKIFVTGQDYNDKAKTFIKDGDQNMTIYKPDKVLGKVAVEVLRVLIAKKN
KASRSEVENELKAKLPNISFKYDNQTYKVQGKNINTILVSPVIVTKANVDNPDA*

NUmero de aminoacidos: 445
Peso molecular (kDa): 48,8
pl tedrico: 7,68

P46 Mycoplasma hyopneumoniae

MKKMLRKKFLYSSAIYATSLASIHAFVAAGCGQTESGSTSDSKPQAETLKHKVSND
SIRIALTDPDNPRWISAQKDIISYVDETEAATSTITKNQDAQNNWLTQQANLSPAPK
GFIHAPENGSGVGTAVNTIADKGIPIVAYDRLITGSDKYDWYVSFDNEKVGELQGLS
LAAGLLGKEDGAFDSIDQMNEYLKSHMPQETISFYTIAGSQDDNNSQYFYNGAMK
VLKELMKNSGNKIIDLSPEGENAVYVPGWNYGTAGQRIQSFLTINKDPAGGNKIK
AVGSKPASIFKGFLAPNDGMAEQAITKLKLEGFDTQKIFVTGQDYNDKAKTFIKD
GDONMTIYKPDKVLGKVAVEVLRVLIAKKNKASRSEVENELKAKLPNISFKYDNQ
TYKVQGKNINTILVSPVIVTKANVDNPDA*

Numero de aminoacidos: 419
Peso molecular (kDa): 45,7
pl tedrico: 7,60
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6xHis-Cap PCV2

MSYYHHHHHHLESTSLY KKAGSEFALMTYPRRRYRRRRHRPRSHLGQILRRRPWL
VHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFGYTVKATTVRTPSWAVDMMRFNIDDFVPPG
GGTNKISIPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDP
YVNYSSRHTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTSRNVDHV
GLGTAFENSIYDQDYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLKP*

Numero de aminoacidos: 259
Peso molecular (kDa): 31
pl tedrico: 10,39

Cap PCV2

MTYPRRRYRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFG

YTVKATTVRTPSWAVDMMRFNIDDFVPPGGGTNKISIPFEYYRIRKVKVEFWPCSP
ITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHTIPQPFSYHSRYFTPKPVL
DSTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTSRNVDHVGLGTAFENSIYDQDYNIRVTMYVQFR

EFNLKDPPLKP*

Numero de aminoacidos: 233
Peso molecular (kDa): 27,9
pl tedrico: 10,67

P10-N (PRRSV-1)

MASMTGGQQMGTNQGKGVVAAGDKLALFLKVFGGEVLTAFARTSVTTSRHMVRSISS
GKSAQFPVLGRTQAAYLAPGENLDDKRKDIKHTEKVITIDGLLTADVLIYDIEDAMNHY
DVRSEYTSQLGESLAMAADGAVLAEIAGLCNVESKYNENIEGLGTATVIETTQNKAAL
TDQVALGKEIAALTKARAALTKNYVPAADRVFYCDPDSYSAILAALMPNAANYAALI
DPEKGSIRNVMGFEVVEVPHLTAGGAGTGSMAGKNQSQKKKKSAAPMGNGQPVNQ
LCQLLGAMIKSQRQQPRGGQAKKKKPEKPHFPLAAEDDIRHHLTQTERSLCLQSI
QTAFNQGAGTASLSSSGKVSFQVEFMLPVAHTVRLIRVTSTSASQGAS*

Numero de aminoacidos: 390
Peso molecular (kDa): 41,3
pl tedrico: 8,86
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P10-N (PRRSV-2)

MASMTGGQQMGTNQGKGVVAAGDKLALFLKVFGGEVLTAFARTSVTTSRHMVRSISS
GKSAQFPVLGRTQAAYLAPGENLDDKRKDIKHTEKVITIDGLLTADVLIYDIEDAMNHY
DVRSEYTSQLGESLAMAADGAVLAEIAGLCNVESKYNENIEGLGTATVIETTONKAAL
TDQVALGKEIIAALTKARAALTKNYVPAADRVFYCDPDSYSAILAALMPNAANYAALI
DPEKGSIRNVMGFEVVEVPHLTAGGAGTGSMPNNNGKQQKRKKGDGQPVNQLCQ
MLGKHAQQNQSRGKGPGKKNKKKNPEKPHFPLATEDDVRHHFTPSERQLCLSSI
QTAFNQGAGTCTLSDSGRISYTVEFSLPTHHTVRLIRVTASPSA*

NUmero de aminoacidos: 385
Peso molecular (kDa): 41,1
pl tedrico: 8,64

P10-N quimera

MASMTGGQQMGTNQGKGVVAAGDKLALFLKVFGGEVLTAFARTSVTTSRHMVRSISS
GKSAQFPVLGRTQAAYLAPGENLDDKRKDIKHTEKVITIDGLLTADVLIYDIEDAMNHY
DVRSEYTSQLGESLAMAADGAVLAEIAGLCNVESKYNENIEGLGTATVIETTQNKAAL
TDQVALGKEIAALTKARAALTKNYVPAADRVFYCDPDSYSAILAALMPNAANYAAL
DPEKGSIRNVMGFEVVEVPHLTAGGAGTGSPTSSSMAGKNQSQKKKKSAAPMGNGQ
PVNQLCQLLGAMIKSQRQQPRGGQAKKKKPEKPHFPLAAEDDIRHHLTQTERSL
CLQSIQTAFNQGAGTASLSSSGKVSFQVEFMLPVAHTVRLIRVTSTSASQGASGGG
GSGGGGSGGGGSLCQMLGKITAQQNQSRGKGPGKKNKKKNPEKPHFPLATEDDV
RHHFTPSERQLCLSSIQTAFNQGAGTCTLSDSGRISYAVEFSLPTHHTVRLIRVTAS
PSA*

Numero de aminoacidos: 512
Peso molecular (kDa): 53,9
pl tedrico: 9,24
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6xHis-VP30 ASFV

MGHHHHHHGRRRASVAAGILVPRGSPGLDGICSIEEFRITSLYKKAGSEFALMD
FILNISMKMEVIFKTDLRSSSQVVFHAGSLYNWFSVEIINSGRIVTTAIKTLLSTVKY
DIVKSAHIYAGQGYTEHQAQEEWNMILHVLFEEETESSASSESIHEKNDNETNECT
SSFETLFEQEPSSEEPKDSKLYMLAQKTVQHIEQYGKAPDENKVIRAHNFIQTIHGT
PLKEEEKEVVRLMVIKLLKKNKLLSHLHLMF*

Numero de aminoacidos: 256
Peso molecular (kDa): 29,2
pl tedrico: 6,34

E2 CSFV

MRLACKEDYRYAISSTNEVGLLGAEGLTTTWKEYSHDLQLNDGTVKAICVAGSFK
VIALNVVSRRYLASMHKRASLTSVTFELLFDGTNPSTEEMGDDFGFGLCPFDTSPV
VKGKYNATLLNGSAFYLVCPIGWTGVIECTAVSPTTLRTEVVKTFRREKPFPHRM
DCVTTTVENEDLFYCKFGGNWTCVKGEPVVYTGGLVKQCRWCGFDFNEPDGLP
HYPIGKCILANETGYRIVDSTDCNRDGVVISTNGSHECMIGNTTVKVHASDERLGP
MPCRPKEIVPSAGPVXKTSCTFNYAKTLKNKYYEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFD
LDVTDRHSDYFAEF*

NUmero de aminoacidos: 343
Peso molecular (kDa): 38,5
pl tedrico: 5,86
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gp64-GST-MPB83 Mycobacterium bovis

MLLVNQSHQGFNKEHTSKMVSAIVLYVLLAAAAHSAFADLMSPILGYWKIKGLVQPTRLLL
EYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKH
NMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLC
HKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSS
KYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSPSTSLY KKAGSEFALMFLAGCSSTKPVS
QDTSPKPATSPAAPVTTAAMADPAADLIGRGCAQYAAQNPTGPGSVAGMAQDPV
ATAASNNPMLSTLTSALSGKLNPDVNLVDTLNGGEYTVFAPTNAAFDKLPAATIDQ
LKTDAKLLSSILTYHVIAGQASPSRIDGTHQTLQGADLTVIGARDDLMVNNAGLVC
GGVHTANATVYMIDTVLMPPAQ*

La region marcada en cursiva se elimina en el proceso de secrecién por corte proteolitico

Numero de aminoéacidos: 444
Peso molecular (kDa): 48,4
pl tedrico: 5,54
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Anexo I11. Publicaciones
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