& ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Estandarizacion de la prueba del anticuerpo neutralizante unido a una peroxidasa (NPLA) para

la deteccidn de anticuerpos contra el virus de Peste Porcina Clasica.

Jimenez Poma, Karen Lisbeth

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de titulacién, previo a la obtencion del titulo de Ingenieria en Biotecnologia

Ph.D. Reyna Bello, Armando

07 de septiembre del 2021



Document Information

Analy red daciment (VANdarisncitn de e prsts del astuusrpo s slliante s & wne petoe dese docs

RTEEE ")
Saibenitted WOT00Y VA2V I8 e
Sutnmitiod by Casnrnans Goman Wew e owe |
Wwemnter emall [ N T
Shmihacny -
Analyuis mibdreve IR W analyae U conn

Sources Included in the report

URL: WD/ /SOCHape( €1 TERTATET Crmlisnc iom 56 La (8nmsla (NS wC nad 4 -DOALR- GO 1A (1IN Do modio
Go-iioronten. prushios dagrosticee an condur-dessfiades Superimentabnants, Md an ¢
Forchad: 7/9/ 2021 22100 A o

Fonched: 1171273000 K45 17 AM o3
URL: ML/ wwwe evARTS COM ATTICE  Satuid COPORIVIVLS (N0 Vents WAL TARII TD U4

TS/ /e i WO P/ Mo /onp  Heath,_standasch/ Laten. 1.08.01 Pesle_porcina cOMZA0NAGICS 10
Fonehed: &/ 1677000111 % N e

B MOt/ reponmons. unal. o <0/ DRt rearn /handhe (el /ATYT VORI 2011 pdfiequences | o
Fetchod: 1/20/2000 002516 AM ki

TRy T p———— L voriaste el corunevin de epaikon. o evadie L
Potchod 7720723071 112440 AM g8

L e ] Lo
Fetehod: 6/8/2001 1A:20110 MM o8 !

Firma:

Reyna Bello, Armando PhD,
C.C.: 1758891830

Director del Proyecto de investigacion



UNIVERSIOAD DT LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION FPARA LA EXCELENCIA

GESPE

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNLOGIA

Certificacién
Certifico que el trabajo de titulacidn, "Estandarizacion de Ia prueba del anticuerpo neutralizante
unido a una peroxidasa (NPLA) para la deteccidn de anticuerpos contra el virus de Peste Porcina
Clasica." fue realizado por la sefiorita Jimenez Poma, Karen Lisbeth &l cual ha sido revisado v
analizado en su totalidad por la herramienta de verificacion de similitud de contenido; por lo tanto
cumple con las requisitos legales, tedricos, cientificos, técnicos y metodokogicos establecidos por
Iz Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, razén por la cual me permito acreditar v autorizar

para que lo sustente publicamente.

Santo Domingo de los Tsdchilas, 07 de septiembre del 2021

Reyna Bello, Armando PhD.
C. C: 1758891830
Director del Proyecto de investigacion



UNIVERSIOAD DE LAS FULRZAS ARMADAS

INNOVACION PARA LA EXCELEMCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNLOGIA

RESPONSABILIDAD DE AUTORIA

Yo limenez Poma, Karen Lisbeth con cédula de cludadania n* 2300423486, declaro que el
contenido, Ideas y criterios del trabajo de titulacién: “Estandarizacién de la prueba del
Mmmmmmommmmnuﬂlm&mbummm
el virus de Peste Porcina Clisica.” es de mi autoria y responsabllidad, cumpliendo con las
requisitos legales, tedricos, cientificos, téenicos, y metodolégicos establecidos por &a Universidad
de lss Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos Intelectuales de terceros y referenclando

lag citas bibliograficas.

Santo Domingo de los Tsdchilas, 07 de septiembre de 2021

g1 ] )
e
' |
limenez Poma, Karen Lisheth
C.C.: 2300423486




UNIVERSIOAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

INNOVACIAN BAGA LA ENGELENEIR

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA viDA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNLOGIA

Yo Jimenez Poma, Karen Lisbeth con cédula de ciudadania n* 2300423486 autorizo a3 |a
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE publicar e trabajo de titulacidn: "Estandarizacién de la
mwmmmmmwuoamm(W)mhmu«
Mmmdwwmwmun ¢l Repositorio Institucional, cuyo

cantenido, ideas y criterios son de mj responsabliidad,

SumMmdalutﬁcﬂb;WdomthnMd:Ml

limenez Poma, Karen Lisbeth
C.C.: 2300423485



Dedicatoria

Dedico el presente trabajo hacia mi familia y Dios, a mi madre quien con su apoyo incondicional
me ha ayudado a crecer tanto académicamente como persona, quien fue mi mayor apoyo en
tiempos de angustia. También a mi padre por su afecto y esfuerzo de ayudarme en todo lo que
he necesitado. A mi hermano por estar siempre pendiente de miy por ultimo mis amigos

Joselyn, Pamela, Erika, Brandon, Harry y Jorge quienes supieron brindarme apoyo y compaiiia.

La vida no es fdcil para ninguno de nosotros.
Debemos tener perseverancia y, sobre todo,
confianza en nosotros mismos. Debemos creer
que estamos dotados para algo y

que esto debe ser alcanzado.

“Marie Curie”



Agradecimiento

A la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE sede Santo Domingo por los conocimientos que
me impartieron los docentes durante toda la etapa de mi desarrollo profesional.

La Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario-AGROCALIDAD por darme todas las
herramientas, recursos y permitirme desarrollar el proceso de mi investigacion.

Al ing. Alex Maldonado, por haber despertado en mi la pasién por cultivo celular, por su
confianza, compromiso, dedicacidn, por impartirme sus conocimientos, su infinita ayuda y
contribucidn, por ser el guia y tutela durante todo mi proceso de investigacion.

Al Mgs. Euclides DelLaTorre, por a verme permito realizar el proyecto en los laboratorios de
Diagnostico Animal, por la confianza brindada, ayuda y tiempo durante mi investigacion.

A la Mzv. Bedia Banegas, por su contribucion, por transmitirme sus conocimientos e informacién
necesaria para el desarrollo de la investigacidn.

Dra. Maritza Barrera, por compartir sus conocimientos sin reservas durante todo el proceso de
investigacion.

Dr. Armando Reyna, por su asistencia y colaboracion durante el proceso de integracidn
curricular. Por su ensefianza e imparticion de conocimientos durante toda la carrera de
ingenieria.

A mi familia y a Dios por ser pilares fundamentales en mi vida, ya que con su apoyo he seguido
adelante en mis estudios.

A Jorge, por apoyarme, creer y brindarme apoyo emocional durante mis estudios. Haider y
Josselyn que han estado junto a mi siempre apoyandome en todo ambito. Muchas gracias de

todo corazdn a todas las personas mencionadas anteriormente.



indice de Contenido

(6T | (U] T OO OO PP UPPUPRRON 1
ANGLISIS UPKUNG ...ttt ettt ettt e e st e s sttt e s sabee e e sabeeessabbeesaabaeeesaraeessaneas 2
(60T i} i Tor-ToiTo T WU OO OO PRRPRPUPPRPPRRON 3
Responsabilidad de AULOIIA ....c..uuiiiiii et e e e et e e e e e e s sabreeeeesssnbraeeeaseennnes 4
Autorizacion de PUBIICACION .......coouuiiiiieiieeeee ettt sttt s 5
D ]=To [ [or: 1 o] - DO O T T T PO R PO PO P OPUPPTOPPPPRIOt 6
FAY e - [o (ol 10 0T T=T o} o PSP PUUPPPUR 7
INAICE @ CONTENIAO ... vttt ettt ettt ettt ettt et s st eteseseseseseseseseseseseseseseseanseansneas 8
INAICE A TADIAS ...ttt ettt bbbttt bbb bbbttt bbbt be bt e b bebesetenas 12
INAICE @ FIGUIAS ...ttt ettt ettt ettt et et b et s s et et et ene s ee st etessanesseesens 13
Listado de @breviaturas......o.uee et 15
RESUMIBIN ..ttt ettt e e s e e e e e e e e e e as 16
FY o1 1 - T TP OU PP PRT VPP 17
(0= 11 (U1 To 3N FA 1Y d o To [Tl o] Fo T TA NP U SRRt 18
Formulacion del Problema . ... e 18
Justificacion del Problema...........ei ot s 19
Objetivos de 12 INVESTIZACION .....ciiiiiiiiiiiiee ettt s e e e s e rarae e e e e e s aabaeeeeeeas 19
(0] oY1= 1Yo N CT=T o<1 = PSSR 19

(0] o [y AV o I X oT=T ol 1 T olo 1P UUP 19



(07T o1 AV [o Y | LY =Y ol J5 =YY [l SRR 20
o =l o T T - I O - 1 [ F SRR 20
GENEIANAAAES ...ttt sttt s st be e e s 20
Historia de la enfermedad..........oouiiiiiiiiiiii e e 20

o] (o= - TP SRR 21
GENOMA I VITUS ..ottt ettt et st s it e e s abe e e ssabe e e snreeessnreeesanne 22
Propiedades Al VIFUS ..........uviiiiiiiciieiee ettt e e et e e e e e aa e e e e e e s nsraaeaeeenns 23
Caracteristicas de las proteinas y glicoproteinas......cccoeccuvvveieierciiiieee e 23
PrOtEING €ttt sttt ettt e b e et b e e b e e bt e e ebeeennee e 24
ProteinNa EL Y E2 oottt ettt e e e e e e e st a e e e e nnraae s 24
PrOtEING EFNS ittt sttt sttt e s bt e e b e e bee e sbeeenneee e 24

[2LT o] I Tor- ol o Yo T4 T - | PP UPPR 25

o] Lo [=T g1To] Lo ={ - PPN 26
TrANSMISION ettt ettt e bt e e st e e s s b e e e s saree e e sabeeeesanbeeesabeeeesnreeesanreas 26

YT o g Lo T 111 Y ol LSRR 27
R=Tol g 1o I [l B - = g 1o 1y oo R PRSP 29
Ensayo de neutralizacidn ligada a peroxidasa (NPLA) .....cccoiciiieeeeeiiiieeee e 30
Anticuerpos NEULraliZantes.......coocc et rer e e e e e e e aaaaaaaeeas 31
INMUNIZACiON frente @l VPPC ....couiiiiiieie ettt e 32

Respuesta inmune de 1as CElUIas POIr VPPC .......ciiccuiiiiiieiiciieeee ettt e eesrrre e e s s esvraeee e e 32



10

LIN@AS CIUIAIES ..ttt ettt et e st e st e sa bt e s abe e sateesmbeesaneesaees 33
LIN@A CIUIAN PKLS ...ttt ettt ettt ettt e e st e e s e abe e s sabbeeesabbaeesanreas 34

[ [T 0T 1 E=T] SRR 34
Capitulo 11: Materiales Y MELOUOS .......ciiiiecriieiee et e e e e e e s areeee s 35
ObteNCION e 125 MUESTIAS . ...ceiuiiiiiieiiiete ettt sttt sb e st e st esb e e st e e sbeesbee s 35
Evaluacién de muestras de suero mediante enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA-I)....... 35
CUITIVO CRIUIAN <.ttt s st esb e s e sbeesbeesnee s 36
Preparacion de medio de CreCimiento .....cc.vuviiiei i 36

(B TTY o) g =71 F= Yol o o [P 36
SUDCUIEIVO CRIUIAT ...ttt e st e e s e e e e s nreas 37
CONEEO CRIUIAT ...ttt e st e sb e s e st e sbeesabee s 38
Estimacion de viabilidad........ccooiiiiiiiie e 38
(@e] oY ={=1F- Tol o] o Wl =[] = O PR UUPR 38
Curva de crecimiento de la linea celular PK-15.......cooiiiiiiiiiiieee e 39
U] o] I Tor= Yol oY g Ie [=L IRV T4 UL PPN 39
TIEULACION VIF@l.eciieiii e et st e e st e e s sabee e s amreeesanreeesaane 40
Yo ] (V] elTe] e [ d =1 o - | o TP PSPPI 40
Neutralizacion ligado a peroxidasa (NPLA).........cuuiiiii ettt 40
Fijacidn y tincién de las células con Inmunoperoxidasa Directa........ccccceecvvveeeeeieciiieeeeeenns 41

Calculo del titulo de anticuerpos NeUtralizantes........cccveveiiiicciieiee e 42



11

CoNrol de dOSIS Viral...eieieieeeiiiie ettt s 42
YA 1 o1 [Te Lo A o - ot [ PRSP 43
Especificidad ANalitiCa.........oeiii i e e e 43
DT =T aTo = (o 1= o T2 (=T o - | PP 44
ANALISIS FUNCIONAL. .o et ettt e be e e s 44
Capitulo IV: Resultados ¥ DISCUSION ....ccceiiiciiiiieeiiiciiieee e st ee e e s ssieee e e s ssiree e e e s e ssabeeea e e s ssnreeeeas 45
Inoculacidn del VPPC en la linea celular PK-15......ccooiiiiiiiiiiiiieieeeee e 53
THEULO VITAL ettt ettt e sttt e e s bt e e s bb e e e s sabeeessabeeesanbaeesanreeasnne 54
Deteccidn de anticuerpos NEULraliZantes........cocccvieiiiiicciiiiee e e e 56
Sensibilidad y especificidad analitica .........oooccuiiiiiiiiii 61
(07 o 1AV 1 [o TNV o] o Tol [V o] o [=Y- SRR 64
Capitulo VI: RECOMENAACIONES. .......evieeiee i ittt ettt e s st e e e e e s sbree e e e e e sabreeeeseesnsreaeeas 66

Capitulo VI Biblografia.....c..ueeeei et e e e e erre e e e e e e brr e e e e e e e araaeeas 67



12

indice de Tablas

Tabla 1l Métodos de diagndstico Para PPC...........ueiiiiiiiiiiiiee ettt ettt e e e e e e arae e e e e 29

Tabla 2 Anilisis de Varianza para el nimero de células/pocillo........cceeeecveiiicieeiciiiececieeeeen. 47

Tabla 3 Resultados del Anadlisis Tukey (P>0,05) respecto al tiempo de incubacién para el nimero

(o TR o<1 U1 = T PP 48

Tabla 4 Resultados del Analisis Tukey (P>0,05) para el Factor B de la variable de nimero de

Lol IV1 XY/ o Yo Lol 11 Lo TSROSOt 49

Tabla 5 Resultados del Analisis Tukey (P>0,05) para Numero de células por Densidad celulary

Tiempo de la variable de nimero de células/pocillo. .......cccuvieiiieiiiiiiiiciee e 49
Tabla 6 Andlisis de Varianza para el % viabilidad celular ..........cccovveeiieiiiiiieiieee e 50
Tabla 7 Dosis infectiva de 105 StOCKS VIrales. ....c...eoiveiiiiiiiiiiiienieeesee e 55
Tabla 8 Resumen de los resultado de anticuerpos neutralizantes por NPLA ...........cccoecccvvvveeenn. 57
Tabla 9 Resumen de resultados del ELISA........couii ittt 59
Tabla 10 Resumen de resultados de Elisa y NPLA ...........uviiiiiiiiciieeee et eerre e e 59

Tabla 11 Resumen del control de dosis INFECEIVA ......uueeeiiiiiiiiiiiiiieeee e 63



13

indice de Figuras

Figura 1 Mapa del estatus oficinal de peste porcina clasica ........ccccvvveeeeeeiciiieee e, 21
Figura 2 Estructura del 2enoma del VPPC ........coouiiiiiie it e et e et e e e e e e arae s 22
Figura 3 Diagrama esquematico del ciclo de vida del VPPC. .......cccvviieeeiicciieee e, 26
Figura 4 Signos clinicos y lesiones post-mortem de Peste Porcina Clasica. ........ccceveeeeeeennnneen.. 27
Figura 5 Signos clinicos y lesiones en fase sub-aguda de Peste Porcina Clasica. ........cc.ccceeuuneeen.. 28
Figura 6 Porcino no infectado con el virus de 1a PPC. .......uuviiiiiiiiiiieee e 30
Figura 7 Porcino infectado con el virus de 1@ PPC.........coccouiiiiiiiiiiiieeee ettt 31

Figura 8 Tipo de crecimiento de los cultivos celulares de acuerdo a sus caracteristicas del

SOPOItE Y €l OFIZEN CRIUIAT. uvvvviiiiieiiieeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s s e e eaaaaarasasaaaaeaes 33
T e g o [ T gl o R PP 45
Figura 10 Grafico de la densidad celular respecto al tiempo de incubacion ...........ccccceeeevennneenn. 46
Figura 11 Grafico de normalizacion de la curva de crecimiento .......cccccvecviveeeeeeiciiieee e, 47
Figura 12 Grafico de superficie de reSpUESTa. .....ccuvviiii i e 51
Figura 13 Grafico del % de viabilidad respecto al tiempo de incubacion ........cccceccvvveeeiencnnnnenn. 52
Figura 14 Cultivo celular de 1a 1in@a PK-15 ....ccuiiiiiiiiiiiiee ettt st 54
Figura 15 Diluciones de los stocks virales para la dosis infectiva. .........ccccoeieiiniieiiniieeiiiieceee, 56
Figura 16 Resultados de anticuerpos neutralizantes mediante NPLA ...........ccociviniieeeniieeennnen. 58

Figura 17 Resultados de anticuerpos neutralizantes de ELISAy NPLA ..........ccceeeviiiieee e e, 60



14

Figura 18 Graficos de los resultados de sensibilidad analitica. .........ccccceeeeciiiiie i, 61

Figura 19 Resultados de las cavidades sin proteccion de especificidad analitica. ...........ccc.uu..e... 62



AcM
Cel/poc.
CN

cp
DICT50
DMEM
DMSO

H

mL
NPLA

PPC

Rpm
SFB

SNV

TOX
ul
uL
ug

VPPC

Listado de abreviaturas

Anticuerpo monoclonal

Numero de células por pocillo

Control Negativo

Control Positivo

Dosis infectiva para el 50% de cultivo

Medio Eagle modificado de Dulbecco
Dimetilsulféxido

Horas

Mililitros

Ensayo de neutralizacion ligada a peroxidasa

Peste porcina cldsica

Revoluciones por minuto
Suero Fetal Bovido
Seroneutralizacion viral
Segundos

Toxicidad

Unidad Internacional
Microlitros

Microgramo

Virus de Peste Porcina clasica

15



16

Resumen

La Peste Porcina clasica (PPC) es una de las enfermedades mas infecciosas y contagiosas que
afectan a los cerdos domésticos y silvestres. Existen diferentes métodos seroldgicos de
diagndstico, el ensayo de neutralizacion ligada a peroxidasa (NPLA) es un método considerado
como el Gold Standard para esta enfermedad. EI NPLA permite evaluar la capacidad de los
anticuerpos presentes en un suero para neutralizar la infeccidn del virus in vitro, esta técnica
mediante anticuerpos monoclonales permite identificar entre animales enfermos y vacunados.
Para la estandarizacion del ensayo primero se determind el crecimiento de la linea celular de
rifién de cerdo (PK-15) y su viabilidad celular con distintas densidades celulares y tiempos de
incubacidn, estableciendo una densidad inicial de 12x10° células/pocillo para todos los ensayos y
realizando una lectura a las de 72 h post-infeccion del virus de PPC. Mediante inmunoperoxidasa
directa se evalué la replicacion viral en la linea celular y la cuantificacién de los titulos virales
infectivos (DICTso/ mL) replicando el virus semilla (cepa Alfort 187) en la linea celular PK-15
logrando después de 4 subcultivos sucesivos un titulo infectivo de 1082° DICTso /mL. Los titulos
de anticuerpos neutralizantes mediante NPLA de las muestras de suero fueron altos entre 1.8 y
7.85 (logio). En sensibilidad analitica los sueros con titulos de 7.8 (logio) son capaces de
neutralizar el virus hasta una dilucién 1:1280. El ensayo de NPLA demostré una alta

especificidad al no neutralizar sueros exclusivos ni inclusivos del género Pestivirus.

Palabras claves:

e NPLA
e PESPE PORCINA CLASICA
e LINEA CELULAR PK-15

e DIAGNOSTICO
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Abstract

Classical swine fever (CSF) is one of the most infectious and contagious diseases that affect
domestic and wild pigs. There are different serological methods of diagnosis, the peroxidase-
linked neutralization assay (NPLA) is a method considered the Gold Standard for this disease.
The NPLA allows the evaluation of the capacity of the antibodies present in a serum to
neutralize the virus infection in vitro, this technique by means of monoclonal antibodies allows
to identify between sick and vaccinated animals. For the standardization of the assay, the
growth of the pig kidney cell line (PK-15) and its cell viability were first determined with
different cell densities and incubation times, establishing an initial density of 12x103 cells/well
for all the assays and performing a reading at 72 h post-infection of the CSF virus. Using direct
immunoperoxidase, viral replication in the cell line and the quantification of infective viral titers
(TCIDso /mL) were evaluated by replicating the seed virus (strain Alfort 187) in the PK-15 cell line,
achieving an infective titer after 4 successive subcultures of 10 82°TCIDso/ mL. The neutralizing
antibody titers by NPLA of the serum samples were high between 1.8 and 7.85 (logao). In
analytical sensitivity, sera with titers of 7.8 (logio) are capable of neutralizing the virus up to a
1:1280 dilution. The NPLA assay demonstrated high specificity by not neutralizing exclusive or

inclusive sera of the genus Pestivirus.

Keywords:

NPLA

CLASSICAL SWINE FEVER

PK-15 CELL LINE

DIAGNOSTIC
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del Problema

Una de las enfermedades mds infecciosas y contagiosas que afectan a los cerdos
domeésticos y silvestres es la peste porcina cldsica (PPC). Siendo una enfermedad endémica con
gran potencial de transmisién en ciertos paises de Centroamérica, Sudameérica, Europa, Asia y
partes de Africa genera un impacto socio-econdmico severo en los sistemas de produccién
porcina tanto en paises industrializados como en desarrollo de casi todo el mundo (F. I. Wang &

Chang, 2020).

Ecuador es uno de los paises endémicos portadores de la enfermedad de PPC, fue
notificada por primera vez en la década de los 40, y desde entonces ha ocasionado grandes
pérdidas a la porcicultura nacional por su elevado indice de morbimortalidad, que va entre el 40
y 60% en las regiones de la sierra y la costa, y con menor proporcién en la amazonia

(Agrocalidad, 2012).

Existen diferentes métodos de diagnodstico para la deteccidon de PPC que han
demostrado ser muy Utiles para el diagndstico de la enfermedad. En el caso de las serolégicas la
neutralizaciéon de la peroxidasa (NPLA) es una técnica recomendada por la OIE para la deteccion
de anticuerpos generados de animales frente PPC. Si no existe un control de las poblaciones
porcinas del Ecuador puede aumentar el indice de prevalencia de la enfermedad dificultando su
control para la erradicacidon. Mediante la vacunacion es una de las estrategias mas efectivas para

la prevencién y el control de esta enfermedad (Li, Chiou, & Lin, 2020).



Justificacion del Problema

Estandarizar el ensayo de NPLA es importante debido a que es un método preciso,
sensible y especifico en comparacién de otras pruebas serolégicas para la deteccion de PPC.
Consiste el ensayo en valorar la capacidad de los anticuerpos presentes en un suero para
neutralizar la infeccidn del virus in vitro (Terpstra, Bloemraad, & Gielkens, 1984a). Permite
determinar el estado inmunitario en animales o poblaciones enfermos o tras la vacunacién
mediante el uso de anticuerpos monoclonales. Ademas es un método idéneo para confirmar

casos clinicos en comparacién del ELISA (OIE, 2019).

Asi, el presente trabajo permitiria estandarizar la técnica de NPLA empleando un

monoclonal especifico para evaluar el estado inmunitario de animales infectados de PPC.

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

19

Estandarizar la prueba de neutralizacién ligado a peroxidasa (NPLA) para la deteccién de

anticuerpos contra el virus de peste porcina cldsica (VPPC).

Objetivos Especificos
v Obtener la curva de crecimiento de la linea celular PK-15
v Cultivar el virus de Peste Porcina Cldsica en la linea celular de Rifién de Cerdo (PK-15).
v’ Calcular el titulo viral.
v Detectar mediante la prueba de neutralizacién ligada a peroxidasa (NPLA) la presencia
de anticuerpos neutralizantes en suero.

v Determinar la especificidad y sensibilidad analitica de la prueba.
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Capitulo II: Marco tedrico

Peste Porcina Clasica

Generalidades

La peste porcina clasica (PPC) o también conocida como Cdlera Porcino es una
enfermedad virica contagiosa mas devastadoras en los cerdos (OIE, 2019). El virus de la peste
porcina clasica (VPPC) es un patégeno de alta consecuencia. La infeccidon con cepas VPPC de
alta virulencia generalmente conduce a la muerte de los animales infectados, mientras que las
cepas de virulencia moderada a baja inducen una enfermedad crénica. Debido a la conmocién
en la produccién porcina, el control y la prevencidn de la enfermedad ha sido una de las
principales prioridades en los paises productores de cerdos (Blome, Staubach, Henke, Carlson, &

Beer, 2017c).

Historia de la enfermedad

La PPC se detalld por primera vez en 1810 en Estados Unidos de Norteamérica (Edwards
et al., 2000). No obstante, en 1830 se describid en el estado de Ohio de Estados Unidos. A partir
de 1862 la enfermedad paso a Inglaterra y después al resto de Europa. Segun Tratschin, Moser,
Ruggli, & Hofmann en 1998, comprobaron la etiologia viral de la enfermedad, ya que
anteriormente se creia que era producto de agentes bacterianos tales como Salmonella

choleraesuis, agentes aislados con frecuencia cuando se presentaba la enfermedad.

En Ecuador la PPC fue descrita por primera vez por el afio de 1940. Durante el 2006 se
expusieron 4 focos en la provincia de Napo y la enfermedad estuvo presente de forma subclinica

hasta el 2008 (Ferrer, Fonseca, Percedo, & Abeledo, 2010). En la Figura 1 se observa los
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miembros reconocidos libres de PPC del 2021, dentro de estas zonas se incluye el territorio

insular de Galdpagos.

Figura 1

Mapa del estatus oficinal de peste porcina cldsica

Mapa del estatus oficial de peste porcina clasica de los Miembros de la OIE
Ultima actualizacion mayo de 2021
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Tomado de la OIE (2021).

Etiologia

El VPPC se caracteriza por ser un virus ARN perteneciente al género Pestivirus, familia
Flaviviridae (D. J. Paton & Greiser-Wilke, 2003). En esta familia de igual forma estan presentes
los géneros Flavivirus y Hepacivirus (Rodriguez & Josué Diaz de Arce Landa, 2008a). El virus se
caracteriza por tener proteinas de membrana glicosiladas y una envoltura con un tamafio de 40-

60 nm de diametro.
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El género Pestivirus engloba los virus de la enfermedad fronteriza (BDV) y la Diarrea
Viral Bovina (BVD), virus que también pueden afectar a los cerdos. Se ha informado de
proteccidn cruzada contra PPC en el caso del virus DVB, ya que los pestivirus estan
estrechamente relacionados estructural y antigénicamente (Blome, Staubach, Henke, Carlson, &

Beer, 2017a).

Genoma del virus

Es de cadena sencilla de polaridad positiva el genoma ARN que lo constituye con un
peso de 12.2 kb el cual posee un marco abierto de lectura (Open Reading Frame) que codifica
3.898 aminodcidos de 435 kDa. El marco abierto esta rodeado por regiones no codificantes
(UTR), una de aproximadamente de 400 nucleétidos ubicado en el extremo 5° denominado
5’UTR y otro de 200 nucledtidos en el extremo 3’ llamado 3’UTR. La 3"UTR estd envuelta en la
iniciacion de la replicacion del genoma de los Pestivirus y también estd relacionada con la
traduccion y la replicacion. En cambio la 5’UTR regula la traduccion del genoma (Lindenbach,

Thiel, & Rice, 2006).

La capside tiene un didmetro de 25-35 nm, con el peso molecular de 4x10° Dalton. El
extremo 5’ estd bloqueado por un casquete (cap), que le da al ARN la propiedad de actuar como
ARN mensajero (ARNm) y el extremo 3’ esta poliadenilado El genoma viral posee una longitud

de 12.284 nucledtidos (Blome et al., 2017a).

Figura 2

Estructura del genoma del VPPC
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classical swine fever virus, por D. Paton et al., (2000)

Propiedades del virus

Caracteristicas de las proteinas y glicoproteinas

Las particulas virales envueltas constan de cuatro proteinas estructurales, la proteina
central (C) y las glicoproteinas de la envuelta E1, E2 y Erns (Krey, Thiel, & Rimenapf, 2005). La
region codificante estd flanqueada por regiones no traducidas (NTR) en ambos extremos. El
procesamiento co y postraduccional de la proteina precursora por las proteasas virales y
celulares da como resultado 13 proteinas maduras, las cuales son proteinas estructurales y las
proteinas no estructurales como la Npro, p7, NS2-3, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. Estos

ultimos tienen varias funciones en la replicacidn viral (Lackner, Thiel, & Tautz, 2006).

El virus de la PPC en la glicoproteina E2 presenta dos unidades estructurales de la mitad
N-terminal cuatro dominios antigénicos (A, B, Cy D). Son altamente conservados los dominios B
y C. En cambio A es totalmente conservado entre todas las cepas de PPC e inducen Anticuerpos

Monoclonales (AcM) neutralizantes (Rodriguez & Josué Diaz de Arce Landa, 2008b).
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Proteina C

La proteina C esta proteina en el genoma viral sigue a la Npro, estd constituyendo la
nucleocapside del viridn. Es un polipéptido de 14 kDa el cual estd altamente conservado en los
virus de PPC. Sirve como secuencia sefial de inicio de la translocacion de la proteina Erns al

lumen del reticulo endoplasmico (Lindenbach et al., 2006).

Proteina E1y E2

La E2 es una proteina transmembranal que tiene mayor inmunogenicidad que la E1. Las
proteinas E1 y E2 estdn asociadas como heterodimeros unidos por puentes disulfuro, pero la
proteina E2 también se encuentra como homodimero. La E2 tiene una caracteristica que le
atribuye a la envoltura una composicién muy particular no observada en otros virus ARN
distintos a Pestivirus que forman dimeros unidos por enlaces disulfuro. Por otra parte, algo
considerable es que estimulan anticuerpos neutralizantes (Moennig, Floegel-Niesmann, &

Greiser-Wilke, 2003a).

Proteina Erns

Es una proteina esencial para la infeccidn celular, al igual que la E1 y E2 puesto que son
necesarias para la absorcion celular (Borca et al., 2019). La Erns es el blanco de los anticuerpos
neutralizantes induciendo una inmunidad protectiva frente al virus de PPCy es esencial para la
unioén del virus y su translocacion a través de la membrana plasmatica, lo cual se considera
necesario para la infeccion de las células eucariotas por parte de los Pestivirus (L. Chen, Xia, Pan,
& Zhang, 2007). Ademas la Erns esta asociada con la envoltura y es necesaria en la infeccidn viral

(Borca et al., 2019).
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Replicacién Viral

La replicacidon del virus tiene lugar en el citoplasma después de la endocitosis mediada
por receptores y normalmente no conduce a un efecto citopatico en el cultivo celular (Gray &
Nettleton, 1987). Las glicoproteinas E2 y Erns son necesarias para la unién viral (Igbal, Flick-
Smith, & JW, 2000), y el contacto inicial con la célula huésped esta mediado por la Erns que
interactua con los glicosaminoglicanos. Posteriormente con la membrana endosomal de la

fusidn de la envoltura del virus, el nucleo del virus se libera en el citoplasma (Donis, 1995).

Se libera el ARN viral en el citoplasma y tiene lugar la traduccidn. La unién de los
ribosomas en el reticulo endoplasmadtico rugoso se realiza a través de un sitio de entrada
ribosdmico interno (IRES) en el 5 NTR, lo que permite una traduccion independiente del

casquete (Rijnbrand, Van der Straaten, Van Rijn, Spaan, & Bredenbeek, 1997).

En la Figura 3 se observan los viriones que interactian con moléculas receptoras en la
superficie celular (a) y se transportan por endocitosis mediada por receptor (b) en una vesicula,
generando cambios en el viridn y liberacién de ARN viral en el citoplasma (c). El ARN genédmico
es traducido a un solo poliproteina (d). Las proteinas maduras replican el ARN genoma a través
de un intermedio replicativo de cadena negativa para producir ARN de cadena positiva de
progenie (f). Los virones siguen la via secretora celular y durante en este transporte se produce
la maduracion de las particulas infecciosas (g). Los virones maduros son liberados de la célula
(h). Es ARN gendmico de sentido positivo es el intermedio replicativo de hebra negativa

asociado con la hebra positiva ARN (Ji, Guo, Ding, & Cheng-Qiang He, 2015).
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Figura 3

Diagrama esquemdtico del ciclo de vida del VPPC.
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Nota: El grafico representa el ciclo de vida del VPPC. Tomado de Studying classical swine fever

virus: Making the best of a bad virus, por Ji Wei et al., (2015)

Epidemiologia

Transmision

El virus de la PPC se puede transferir tanto vertical como horizontalmente. La
transmision horizontal resulta a través del contacto indirecto o directo entre cerdos infectados y
susceptibles. Generalmente por contacto de animales enfermos por PPC a animales sanos,
siendo las secreciones y demas fluidos corporales la principal fuente de contagio. Ademds han
encontrado que vectores mecanicos como operarios, artrépodos, pajaros, mascotas y roedores
pueden transmitir la enfermedad. Se puede presentar la transmisidn por via aerégena hasta en

una distancia de 1 km de radio del foco primario (Weesendorp, Stegeman, & Loeffen, 2009). La
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transmisidn aerogénica informaron en condiciones experimentales segin Z. Wang et al., (2004)

gue posiblemente desempefia un papel en la transmision dentro del rebafio.

La transmisidn vertical de las cerdas prefiadas a los fetos es posible en las etapas de la
gestacion y puede dar lugar a una descendencia infectada de forma persistente (Blome,

Staubach, Henke, Carlson, & Beer, 2017b).

Signos Clinicos

Los signos clinicos de la PPC varian segun susceptibilidad de los cerdos como la edad y la
cepa del virus. Por ejemplo las cepas menos virulentas pueden ocasionar un alto porcentaje de
infestaciones crénicas asintomaticas o leves. En cambio las cepas mas virulentas generan
enfermedades criticas. La PPC aguda se caracteriza por sintomas como temperaturas altas de
41°C, debilidad, conjuntivitis y algunos cerdos presentan incoordinacion o el aparecimiento de

una marcha oscura de color azul en algunas partes de su cuerpo (OIE, 2010).

Figura 4

Signos clinicos y lesiones post-mortem de Peste Porcina Cldsica.

Nota: El grafico representa los signos clinicos y lesiones post-mortem de Peste Porcina Clasica.
A) Cianosis y eritema en la cara. B) Conjuntivitis catarral Tomado de un informe de Peste Porcina

Cldsica por AGROCALIDAD, (2019).



La sintomatologia de forma subaguda se presenta de menor gravedad como por
ejemplo el animal puede estar con fiebre por 2 a 3 semanas. Generalmente los cerdos que
tienen infecciones crénicas mueren o pueden sobrevivir durante el primer o tercer mes. Las
cerdas ocasionalmente al estar infectadas producen abortos, generar momificados o lechones
con malformaciones. Los lechones que nacen con malformaciones pueden presentar

decaimiento, retraso en el crecimiento, diarrea y conjuntivitis. (OIE, 2010).

Figura 5

Signos clinicos y lesiones en fase sub-aguda de Peste Porcina Cldsica.

Nota: El grafico representa los signos clinicos y lesiones en fase sub-aguda de Peste Porcina
Clasica. A) Rigidez en la cola y B) Fetos momificados. Tomado de un informe de Peste Porcina

Cldsica por AGROCALIDAD, (2019).

El virus de la PPC también tiene la cabida de generar cuadros hemorragicos afectando
varios tejidos producto de la trombosis y dafio en el endotelio vascular. Las lesiones
macroscépicas son principalmente hemorragias con presencia de equimosis o petequias en la

mayoria de los érganos (Moennig, Floegel-Niesmann, & Greiser-Wilke, 2003b).

28
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De acuerdo al Manual Terrestre de la OIE (2019), los métodos analiticos para el

diagnodstico de VPPC se basan en la identificacion del agente viral o en la deteccion de la

respuesta inmunitaria (Tabla 1).
Tabla1

Meétodos de diagndstico para PPC

Deteccion | Método de diagndstico  Descripcion Muestras
ColnTlste en aislar el virus en lineas Macerado de
virus Aislamiento del virus celulares como PK-15y SK6 u otra drganos (ganglios,

linea celular.

bazo y rifidn)

-Reaccién en cadena de
la polimerasa con
transcripcion inversa

La RT-PCR ha sido uno de los métodos
mas sensibles para la deteccion del
virus de PPC. Estas técnicas consisten
en extraer el ARN virico de muestras

Macerado de
drganos, sangre,
sueroy
sobrenadante de

(RT-PCR) linicas infectad VPBC i cultivos celulares
Proteinasy | -PCR Tiempo Real (RT- clinicasin e.c. a OS por »¥ r’ea 23l infectados.
. una a amplificacidon dentro de 5’NTR o
acido gPCR)
. o del gen de E2.
nucleico | -Secuenciacion
Se trata de una ELISA de
o captura-competicion que emplea dos  pjacerado de
nzimommunoensayo anticuerpos monoclonales especificos  ¢rganos, sangre,
ELISA (antigeno) frente a dos epitopes diferentesdela  pjasmay suero
proteina estructural E2.
Se realizan en cultivos celulares
. utilizando un método de virus
Prueba del anticuerpo )
. . constante/suero variable. Como el
neutralizante unido a o S
. VPPC no es citopatico, cualquier virus
peroxidasa (NPLA) .
no neutralizado debe detectarse, tras
Prueba de neutralizacién  su multiplicacion, por un sistema
virica con anticuerpos indicador con inmunoperoxidasa en
Respuesta | fluorescentes (FAVN) NPLA y fluorescencia con FAVN. Suero
immune

ELISA (anticuerpo)

Utiliza AcM para medir la unidn de los

Ags dirigidos contra la proteina E2. Los
ELISA que detectan anticuerpos contra

la glicoproteina Erns pueden utilizarse
como pruebas discriminatorias de los
vacunales.
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Ensayo de neutralizacion ligada a peroxidasa (NPLA)

Es la prueba estandar de oro para el diagnéstico de PPC para el caso de las serologias. La
prueba se realiza sobre cultivos celulares de la linea PK -15 (ATCC CCL 33) o SK6 libres de Virus
de Diarrea Viral Bovina. Para su realizacion se precisa de un virus de referencia como es la cepa
ALFORT (Meyers, RUmenapf, & Thiel, 1989) del cual se conocen sus diferentes grados de
neutralizaciéon, de un suero control conocido previamente y de un cultivo celular. Dado que el
virus no produce efecto citopatico en los cultivos celulares, se detecta por un sistema indicador
de marcado inmunolégico la probable replicacidn de virus no neutralizado, en este sistema se

emplea un conjugado de peroxidasa (Jensen, 1981).

La NPLA se basa en enfrentar una dilucién del suero problema con una dilucién de virus
PPC que contenga 100 DICTsp en un pocillo de la microplaca, si hay anticuerpos de la muestra de
suero neutraliza el virus. Para poner en evidencia la presencia o ausencia de virus sin neutralizar,
se utiliza un indicador constituido por un suero de cerdo altamente positivo o un anticuerpo
monoclonal a PPC, en una dilucién apropiada que detecte el virus no neutralizado; luego, se
emplea un segundo anticuerpo Anti IgG porcino o murino seguido de una incubacion y luego se
agrega la solucién de cromdégeno AEC sustrato perdxido de H2, que tifie los citoplasmas de las

células donde hay virus vivo o sea que no se neutralizé (OIE, 2010).

Figura 6

Porcino no infectado con el virus de la PPC.
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Anticuerpos Neutralizantes

Los anticuerpos neutralizantes son una defensa especifica importante contra los
invasores virales. Los anticuerpos neutralizantes no solo se unen a un virus, sino que se unen de
una manera que bloquea la infeccidon. Un anticuerpo neutralizante podria bloquear las
interacciones con el receptor, o podria unirse a una capside viral de una manera que inhiba la

descubierta del genoma. Solo un pequefio subconjunto de los muchos anticuerpos que se unen


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/neutralizing-antibody
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a un virus son capaces de neutralizarse. Después de una infeccién, el huésped puede tardar
alglin tiempo en producir anticuerpos neutralizantes altamente efectivos, pero estos persisten

para proteger contra futuros encuentros con el agente (Payne, 2017).

Inmunizacidn frente al VPPC

En la actualidad, las vacunas mas utilizadas en diferentes programas de control de la
PPC son las vacunas vivas atenuadas, provenientes del virus vacunal conocido como cepa China
y cepa Thiverval. El plan de vacunacién de Ecuador se emplea la cepa China lapinizada
denominada cepa Suvac “C “y “K “. Tiene una rapida actividad protectiva al inducir inmunidad,

presenta interferencia viral con el virus patégeno (Hua ji, Rong, & Guang zhi, 2006).

Respuesta inmune de las células por VPPC

El VPPC se encuentra comunmente en células T, células B y monocitos (Cai et al.,
2017). La persistencia del VPPC en tejidos linfoides se considera la caracteristica mas
significativa de la infeccidn por PPC, que conduce a la condicién de inmunosupresidn adquirida y

estd asociada con la patogénesis del virus.

Segun Summerfield & Ruggli, (2015) investigaron la participacién de la inmunidad innata
del huésped mediante la evaluacidn de la expresidn de niveles muy altos de interferdn (IFN) —a
de tipo lll y la activacidn de su sefializacion, asi como la expresién de varios genes criticos
estimulados por IFN después de la infeccion de células PK-15 y cerdos con la cepa Shimen de
CSFV. Observaron que la infeccidn por CSFV indujo la expresion de IFN de tipo Ill, ademas que
provoco una regulacién positiva de varios de estos genes criticos estimulados por IFN en células

PK-15y cerdos después de la infeccion. Estos datos indicaron que el CSFV puede activar


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/neutralizing-antibody
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eficazmente el sistema inmunoldgico innato del huésped y por lo tanto, inicia una respuesta

inmunitaria antiviral positiva tanto in vitro e in vivo.

Lineas Celulares

El cultivo primario consiste en la etapa después de que las células del tejido se aislan y
proliferan en las condiciones adecuadas hasta acabar todo el sustrato disponible en el frasco de
cultivo hasta alcanzar una confluencia. Después de realizar el primer subcultivo, este cultivo
primario se conoce como linea celular. Cabe mencionar que las lineas celulares tienen una vida
atil limitada derivadas de cultivos primarios y a medida que se realizan mas subcultivos,
prevalecen las células con la mayor capacidad de crecimiento, es decir un resultado un grado de
uniformidad fenotipica y genotipica en la poblacion (Fay, 1967).

Figura 8
Tipo de crecimiento de los cultivos celulares de acuerdo a sus caracteristicas del soporte y el

origen celular.
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Nota: El grafico representa el tipo de crecimiento de los cultivos celulares de acuerdo a sus
caracteristicas del soporte y el origen celular. Tomado de Alcances y perspectivas del cultivo de

células animales en la biotecnologia farmacéutica por Montalvan & Ortega Garcia, (2010).

Linea celular PK15

La linea celular de Rifién de Cerdo (PK-15) son células epiteliales de forma poligonal, sus
propiedades de creciente son adherentes. Esta linea celular alberga un retrovirus de tipo C
enddgeno. Ademas las células son positivas para antigenos de circovirus porcino (PCV)(Gonzales

Zapatero & Santiago Redel,1984).

Hipdtesis

H1: La estandarizacidon del ensayo de neutralizacién viral permite la deteccidon de

anticuerpos neutralizantes contra el VPPC.

Ho: La estandarizacién del ensayo de neutralizacién viral no permite la deteccion

de anticuerpos neutralizantes contra el VPPC.
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Capitulo lll: Materiales y Métodos

Obtencion de las muestras

Las muestras de sueros porcinos analizadas (n=30) proceden del banco de sueros del
Laboratorio de Virologia de la Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario

AGROCALIDAD, Tumbaco.

Evaluacion de muestras de suero mediante enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA-I)

Mediante el Kit comercial ELISA PrioCHECK® CSFV se evalué las muestras de suero
empleando un AcM para medir la unién de los anticuerpos dirigidos contra la proteina E2 del
VPPC. Primero se colocd 50 ulL de los controles positivos, negativos y las muestras, después se
procedio a colocar en cada pocillo una dilucién al 1:30 del conjugado (50 mL). Luego se agrego el
antigeno liofilizado con una dilucién al 1:30 (50 pL). La microplaca se incubd por 90 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se procedio a la eliminacidn del contenido de la
microplaca y se realizd 6 lavados con solucidn de lavado diluido 1/200 en agua destilada (200ul).
Para evidenciar la unidn del conjugado al complejo antigeno-anticuerpo, se afiadié a todos los
pocillo 100 mL de la solucién de sustrato. Después de 18 minutos de incubacién a temperatura
ambiente se agregd 100 mL de una solucién de frenado, luego se realizdé con un lector ELISA, a
una longitud de onda de 450 nm, lo que permite determinar la densidad éptica (DO) de la

reaccidn colorimétrica.

Para la interpretacién de los resultados se siguieron los criterios de validacidn del kit.
Por lo tanto se obtuvo el valor promedio de DO de los duplicados tanto en las muestras como en

los controles positivos y negativos. La DO corregida de todas las muestras se expresa como la
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inhibicién porcentual (IP) segin la DO media corregida del suero del control negativo. Para la

interpretacién del resultado de cada muestra se utilizd la siguiente férmula:

DO corregido de la muestra

%IP= 100 — * 100

DO coreegida del conrol negativo

Los valores de IP menores de 30% se consideraron negativos, en cambio los valores
entre 30 y 40% se consideraron dudosos y los valores mayores de 50% se consideraron

positivos.

Cultivo celular

Preparacion de medio de crecimiento

Para el crecimiento de la linea celular PK-15 se utilizé el Medio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) suplementada con suero fetal bovino al 10%. Para evitar la
contaminacion bacteriana y fungica se colocé 50-100 Ul/mL de penicilina, 50-100 ug/mL de

estreptomicina, 50 ug/mL de Gentaminica y 0.25-2.5 ug/mL de Anfotericina B.

Descongelacion

Se prepard el medio de crecimiento y se agregé 4 mL de medio de cultivo en un tubo
conico de 15 mL. A continuacidn, se sacé un criovial del contenedor de nitrégeno liquido y se
colocé a 37 °C en bafio maria, evitando que el agua llegue hasta la tapa a fin de evitar la
posibilidad de contaminacidn. Una vez que el criovial se descongeld en la cabina de bioseguridad
se transfirié el contenido del criovial al tubo cénico de 15 mL que contiene el medio de cultivo.
Posteriormente se centrifugd a 2000 rpm por 10 minutos, a una temperatura de 24°C

(aceleracién=9; frenado=9). Después se desechod el medio sobrenadante que contiene el
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crioprotector teniendo cuidado de no desechar el pellet formado y se resuspendio el pellet en 1
mL de medio de cultivo para dispersar las células. A continuacion, se transfirié el contenido a un
frasco de cultivo de 25 cm? que contenia medio de cultivo fresco. Por Ultimo, se tapd el frasco

de cultivo y se incubd a 37°Cy 5% CO..

Subcultivo celular

El seguimiento a las células PK-15 en cultivo se realizdé con un microscopio invertido,
utilizando un objetivo de 10X. Cuando las células llegaron a una confluencia entre 80-90% en el
frasco de cultivo, fueron transferidas a nuevos frascos de cultivo con medio de crecimiento

suplementado fresco.

Para realizar el subcultivo, primero se eliminé el medio de crecimiento del frasco. A
continuacién se realizaron lavados utilizando 5 mL de PBS 1X, precalentado a 37 °C en bafio
Maria. Posteriormente se procedid a despegar las células de la superficie de cultivo al colocar
con 2.5 mL de tripsina 1X y se llevd a incubacién a 37 °C durante 6 minutos. Transcurrido ese
tiempo se observaron las células bajo el microscopio a fin de comprobar que las células se hayan
despegado por completo y se realizé durante 2 min lavados para despegar todas las células del
frasco. Para detener la reaccién de la tripsina se afiadié 2.5 mL de medio de cultivo y la
suspension fue llevada a centrifugacion por 10 minutos a 2000 rpm. Por ultimo, se descarté el
sobrenadante y se resuspendid el pellet celular en 1 mL de medio de cultivo para su posterior

conteo.
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Conteo celular

Para el conteo celular se recolectd 10 ulL a partir del pellet resuspendido en 1 mL de
medio de crecimiento y se lo colocé en el hemocitémetro Neubauer. Para determinar la

concentracion celular se empled la siguiente formula:

n x 10e4
c= —(— xF.D

c: es la concentracién de células (células/mL)
n: es el nimero de células contadas
C: es el nimero de cuadros contados de (1-mm?2)

F.D: Factor de dilucion

Estimacion de viabilidad

Se mezclaron 10 pL de azul de Tripan con 10 uL de la suspensidn celular, y se cargé la
camara con un total de 10 uL de la solucién preparada. A continuacién se determiné la
poblacién celular, contando el nimero de células vivas contenidas dentro de los cuatro
cuadrantes de la cdmara de Neubauer. Para la determinacién de la viabilidad celular se empled

la siguiente formula:

Viabilidad = celulas vivas x 100

Células muertas+Células vivas

Congelacién celular

Se observé mediante el microscopio invertido la apariencia morfoldgica de la linea

celular asegurando una apariencia saludable para realizar el proceso de almacenamiento de la
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linea celular. A continuacion se realizé el levantamiento de las células y se centrifugd a 2000 rpm
por 10 minutos. Posteriormente se resuspendié 1.5x10°células /mL en medio de crecimiento y
se diluyé las células en medio de congelacion con 500 uL de las células resuspendidas y 500 pL
con el 60% DMEM, 20% SFB y 20% Dimetilsulféoxido (DMSO). Por ultimo, se trasladé los

crioprotectores en hielo seco a congelacion a -80°C antes de transferirlas al nitrégeno liquido.

Curva de crecimiento de la linea celular PK-15

Se realizé una curva de crecimiento con diferente nimero de células cultivadas en
placas de 96 pocillos (12x103, 15x103, 18x103células / pocillo), se sembraron las células para
cada densidad celular (n = 3) y se procedié a levantar las mismas a diferentes intervalos de

tiempo (24, 48, 72 y 96 horas) (Anexo 1).

Replicacién del virus

La infeccion del virus de la linea celular se realizd al mezclar el virus semilla Alfort 187
(108 DICTso/mL) en un frasco con células PK-15 en monocapa. Las células infectadas fueron
creciendo en frascos de cultivos celulares e incubadas a 37°C y 5% CO,. Transcurridas las 72h
post-infeccidn las células fueron sometidas a tres ciclos sucesivos de congelacién-
descongelacién de -80°C a 37°C y centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos. Por udltimo el
sobrenadante obtenido se pasd por un filtro de 0.5 um a un criovial para posteriormente
colocarlo a -80°Cy lo restante fue recolectado para realizar una reinfeccion a otro subcultivo

celular.
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Titulacion viral

A partir del sobrenadante filtrado, se obtuvo 1 mL de inéculo viral. Previamente se tuvo
preparado 8 microtubos con 1800 uL de medio de crecimiento en cada microtubo. Se realizaron
diluciones seriadas en base 10 y en el primer microtubo se colocd 200 pL del indculo viral.
Después de homogenizar se extrajo 200 plL de contenido del primer microtubo, que
posteriormente fueron transferidos al siguiente, y asi sucesivamente. El siguiente paso fue
colocar células PK-15 en suspension con 100 pL de medio y 12x103 células por pocillo. Después
se agregd 100 pL de las diluciones de los 8 microtubos en cada pocillo correspondiente. Se
utilizé una placa de 96 pocillos para las diluciones realizadas con el virus (Anexo 2) y se trasladd
el volumen de los microtubos a crioviales para llevarlos a congelacién a -80°C. Por ultimo se
encontré el valor de dosis infectiva para el 50% del cultivo celular (DICTso), por el método de

Reed y Muench (1938).

Solucién de trabajo

La solucién de trabajo del virus se diluyd a un objetivo de 100DICT5y/50uL. Primero se
calculé el volumen total utilizado por placa para 50 pL tomando en cuenta las 100 dosis del virus
por pocillo. A continuacion se calculd el volumen a partir de la dilucién de la titulacién viral

usando la siguiente formula:

Dilucion conocida x volumen deseado

Volumen de la solucion de trabajo = — -
Dilucion de la dosis deseada

Neutralizacion ligado a peroxidasa (NPLA)

Los sueros fueron inactivados a 56°C + 2°C durante 30 minutos antes del ensayo de SNV.

Primero se dispensd 90 puL medio DMEM suplementado para los pocillos de toxicidad y la
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primera dilucién 1:10 de las muestras de suero. Posteriormente se colocé 50 uL de medio en los
demas pocillos de la placa. El siguiente paso fue colocar 10 pl de las muestras de suero en los
pocillos correspondientes de toxicidad y en la primera dilucidn. A continuacidén se homogenizé
las muestras de suero en los pocillos y se realizaron diluciones seriadas en base 2 extrayendo 50
uL de contenido de la dilucién 1:10, que fueron transferidos al siguiente pocillo, y asi
sucesivamente. Luego se agrego 50 L a cada pocillo de la solucién de virus previamente

preparado con 100 DICTso/50 pL y se incubd las placas a 5% CO, durante 1 horaa 37 ° C.

Previamente se preparo células PK-15 considerando que se coloca 12x10° células para
un volumen de 50 uL por pocillo. Por ultimo, después de la colocacién de las células se incubd a
37 °Cen 5% de CO; a 72h. En la prueba se incluyd un control celular, un suero de referencia
positivo (titulo >1:10), un negativo a PPC (titulo <1:10) y se evalué la toxicidad de los sueros

(Anexo 3).

Fijacidn y tincion de las células con Inmunoperoxidasa Directa

Primero se descarté el medio de crecimiento en todos los pocillos y se lavé con 100 pL
de 0.15 M NaCL. A continuacién se dejé fijar las células en una incubadora por 90 minutos a
80°C. Posterior se volvio a lavar con NaCl y se colocd 50 uL del conjugado (PrioCON HRPO ani-
CSFV 44.3) en toda la placa diluido 1/100 con 1x PBS+Tween80 y suero fetal equino. Se dejé a

incubar durante 1 hora a 37°C.

Por ultimo, se lavé con 100 uL de 1X PBS+ Tween80 dos veces y se agregd 50 L del

sustrato (AEC) por 45 min a 37°C.
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Calculo del titulo de anticuerpos neutralizantes

El titulo seroneutralizante se establece como la mayor dilucién del suero que puede
neutralizar el virus en el 50% de los pocillos. Para determinar el titulo final de anticuerpos
neutralizantes se aplicé el método acumulativo Spaerman Karber (1931). Expuesto en la

siguiente formula:

Numero de cavidades sin tincion x 0.5 (peso unitario de cada pocillo) — 0.5 (titulo 50%) x 0.3

(log,) + 1 (Log de menor dilucién de suero de la prueba).

Control de dosis viral

Previamente se prepard una placa de 96 pocillos considerando que se coloca 100 uL de
medio de crecimiento con 12x103 células por pocillo. Después se prepard 4 microtubos de
ensayo con 450 pl de medio DMEM en cada uno. Se realizaron diluciones seriadas en base 10 a
partir del primer microtubo con 50 pL del inéculo viral, y después de homogenizar se extrajo 50
uL de contenido del primer microtubo que fue transferido al siguiente, y asi sucesivamente. En
el siguiente paso se colocd 100 pL de las diluciones de los 4 microtubos en cada pocillo

correspondiente. (Anexo 4)

Después de las 72h post-infeccidn se realizo la fijacidn y tincién con inmunoperoxidasa.

El calculo de dosis viral se realizé mediante Spaerman Karber (1931) con la siguiente férmula:

Numero de cavidades con tincion x 0.125(Peso unitario de cada pocillo) — 0.5 (titulo 50%) x 0.3

(logz)
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Sensibilidad Analitica

Para determinar la sensibilidad analitica (Ase) se utilizd sueros (n=4) con titulos de
anticuerpos 7.85 (logio). Primero se colocd 50 uL de las muestras de suero por duplicado
iniciando con una dilucidn 1:10 hasta una dilucién final de 1:20480 del suero. Posteriormente se

colocé 50 uL del virus con 100 DICTs0/50 pL y se incubd a 37 ° C en 5% de CO; por 1 hora.

A continuacidn se afiadié 50 plL de células PK-15 con 12x103 células para cada pocillo y
se incubd a las mismas condiciones previamente descritas por 72 h. Por ultimo se realizd la

fijacion y tincidn mediante inmunoperoxidasa.

Especificidad Analitica

La especificidad analitica (ASp) es la capacidad de la prueba de distinguir el analito en
cuestion de analitos no buscados que podrian estar rigurosamente relacionados con aquel (OIE,
2018). La ASp se clasifica en distintas formas de evaluacion: selectividad, exclusividad e
inclusividad.

Para determinar la ASp se utilizé un suero (n=1) de inclusividad positivo al Virus de
Diarrea viral Bovina (VDVB) y sueros (n=3) de exclusividad positivos a Circovirus Porcino Tipo Il
(PCV2), virus de estomatitis vesicular (VEV) y Sindrome Reproductivo y Respiratorio del cerdo
(PRRS).

Se coloco 50 pL de las muestras de suero por duplicado con una dilucidn en base 2
iniciando 1:10. Posteriormente se agregd 50 L del virus con 100 DICTse/50 L pl y se incubd a
37°Cen 5% de CO; por 1 hora. A continuacion se afiadié 50 pL células PK-15 con 12x10° células
para cada pocillo y se incubd bajo las mismas condiciones por 72h. Por ultimo se realizd la

fijacién y tinciéon mediante inmunoperoxidasa para observar los resultados.
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Disefo experimental

En la investigacién para los factores de curva de crecimiento de la linea celular se utilizé
un ANOVA multifactorial (AxB) con 4 niveles en el factor A (Tiempo), 3 niveles en el factor B
(Densidad celular) con 8 repeticiones. Las variables evaluadas fueron el nimero de células y

viabilidad celular. Se utilizaron los programas Statistica y Statgraphics versién 10.0.

En sensibilidad y especificidad analitica se realizd una estadistica no paramétrica de
Kruskal-Wallis en el programa SPPS 20v.0. Por ultimo los graficos de titulacidn viral, los titulos de

los anticuerpos neutralizantes y comparacién entre NPLA vs Elisa se usé GraphPad version 8.0.1

EL nivel de significancia elegido fue de 0.05.

Analisis funcional.

Para las variables, cuyos andlisis de varianza resultaron significativos, se aplicé la prueba

de significancia de Tukey al 5 %.
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Capitulo IV: Resultados y Discusion
Crecimiento de la linea celular PK-15

La linea celular de Rifién de Cerdo (PK-15), fue cultivada bajo condiciones asépticas en el
laboratorio manteniendo los cultivos libres de agentes contaminantes. Las células se observaron
mediante microscopia éptica con el objetivo (10X), presentando una morfologia epitelial de
forma poligonal después de 24 horas, 48 horas y 72 horas en cultivo, evidencidandose un

incremento de densidad celular. Figura 9

Figura 9

Linea celular PK-15

A)

“.:- : X "2 50 'lm

Nota. Células observadas con microscopio éptico invertido a 10X. A) células después 24 horas de
incubacidn. B) células después 48 horas de incubacién. C) células después 72 horas de

incubacion.

La morfologia de células concuerdan con la investigacién de Yin et al., (2020). Las células

PK-15 son células epiteliales y segin Schueren & Cassiman (1979), las células epiteliales tienden
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a agruparse en laminas de células de forma poligonal fuertemente adheridas. El tamafio de las

células concuerda con el tamafio (um) descrito por la casa comercial CLS (Cell Lines Service).

Curva de crecimiento

Con los datos de numero de células y viabilidad celular obtenidos del conteo celular se
elaboraron curvas de crecimiento considerando el tiempo de incubacién y la densidad celular

inicial.

Figura 10

Grdfico de la densidad celular respecto al tiempo de incubacion
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Nota: En el grafico se muestra la desviacion estandar del numero de células medida para cada

intervalo de tiempo.

Se normalizé la curva de crecimiento transformando la escala en porcentaje la
distribucién del nimero de células para comparar respecto al tiempo y observar que densidad

inicial dptima se encuentra en fase exponencial dentro de los intervalos de tiempo.
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Grdfico de normalizacion de la curva de crecimiento
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Se observa que las curvas de crecimiento de las densidades iniciales de 12x10°

célula/pocillo y 15x103 células/pocillo se encuentran todavia en fase exponencial a las 96 horas

mientras que la de 18x103 células/pocillo se encuentran en fase de muerte.

Tabla 2

Andlisis de Varianza para el numero de células/pocillo

Fuente Suma de
Cuadrados

Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Medio

EFECTOS PRINCIPALES
A:Tiempo (Horas) 3,227E10

B:Densidad celular 6,18398E9

C:Replicas 1,04622E8
INTERACCIONES

AB 3,47904E9
RESIDUOS 3,3696E9

TOTAL (CORREGIDO) 4,54072E10

3 1,07567E10 245,80 0,0000
2 3,09199ES 70,66 0,0000
7 1,49461E7 0,34 0,9323

6 5,79839E8 13,25 0,0000
77 4,3761E7

95

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Respecto al niumero de células, los resultados del ANOVA (Tabla 2) muestran diferencia

significativa para los factores de tiempo de incubacidn, densidad celular inicial y su interaccion,

por lo que se concluye que influyen en la densidad celular. No se encontré diferencia

significativa en replicas por lo que se concluye que existe normalidad en los datos de la curva de

crecimiento.

Con la prueba de separacién de medias se determind un incremento del nimero de

células llegando a su maximo a las 72 horas de incubacion, pues no existid diferencia

significativa respecto a las 96 horas. Tabla 3

Tabla 3

Resultados del Andlisis Tukey (P>0,05) respecto al tiempo de incubacion para el numero de

células.
A Casos MedialS SigmalS Grupos
Homogéneos
24 24 37395,8 1350,32 A
48 24 62708,3 1350,32 B
72 24 80416,7 1350,32 C
9% 24 83541,7 1350,32 C

Considerando la densidad celular inicial, existe un mayor nidmero de células al emplear

una densidad inicial de 18x103 células/pocillo, incrementandose el nimero de células junto con

la densidad inicial.
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Resultados del Andlisis Tukey (P>0,05) para el Factor B de la variable de nimero de

células/pocillo.

B Casos Media LS SigmalS Grupos
Homogéneos

12000 32 57109,4 1169,41 A

15000 32 64375,0 1169,41 B

18000 32 76562,5 1169,41 C

Considerando ambos factores se determiné que el mayor nimero de células se obtiene

aplicando una densidad inicial de 18x103 células/pocillo con un tiempo de incubacién de 48, 72 o

96 horas, y con una densidad inicial de 15x10° células/ pocillo a las 96 horas de incubacidn.

Tabla 5

Resultados del Andlisis Tukey (P>0,05) para Numero de células por Densidad celular y Tiempo de

la variable de nimero de células/pocillo.

A B Media LS Casos Sigma Grupos
LS Homogéneos

24 12000 29375,00 8 2338,83 A

24 15000 36562,50 8 2338,83 A

24 18000 46250,00 8 2338,83 B

48 12000 46250,00 8 2338,83 BC

48 15000 56562,50 8 2338,83 BC

72 12000 70937,50 8 2338,83 C

72 15000 78125,00 8 2338,83 D

96 12000 81875,00 8 2338,83 DE

96 18000 82500,00 8 2338,83 DEF

48 18000 85312,50 8 2338,83 EF

96 15000 86250,00 8 2338,83 EF

72 18000 92187,50 8 2338,83 F
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Respecto a la viabilidad celular, los resultados del ANOVA (Tabla 6) no muestran
diferencia significativa en los factores de tiempo de incubacidn, densidad celular inicial y su
interaccion, por lo que se concluye que los factores de estudio no influyen en la viabilidad
celular. De igual forma con respecto a replicas se concluye que existe normalidad en los datos de

la curva de crecimiento.

Tabla 6

Andlisis de Varianza para el % viabilidad celular

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P

Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES
A:Tiempo (Horas) 11,3479 3 11,3479 1,25 0,2966

B:Densidad celular 0,0461521 2 0,023076 0,00 0,9975
C:Replicas 59,0269 7 8,43241 0,93 0,4878
INTERACCIONES

AB 39,4998 6 6,58331 0,73 0,6294
RESIDUOS 697,513 77 9,05861

TOTAL (CORREGIDO) 830,13 95

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

En vista a que no se puedo a encontrar diferencia significativa en viabilidad celular
mediante el ANOVA, se procedid a realizar un grafico de superficie de respuesta para obtener
mas informacién acerca de cdmo interactua la densidad celular inicial y tiempo de incubacién en

funcién a la viabilidad celular.
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Figura 12

Grdfico de superficie de respuesta.

Nota: Densidad celular inicial (Eje Y) con el tiempo (Eje X) y la viabilidad (Eje Z)

La interpretacidon del gréfico (Figura 12) demuestra que a una menor concentracion
celular inicial junto a un menor tiempo de crecimiento se obtiene viabilidades menores, de la
misma forma que a mayores concentraciones celulares iniciales y mayores tiempos de

crecimiento celular.

La viabilidad celular depende de algunos factores a considerar entre ellos, el
agotamiento de nutrientes del medio y la cantidad de células presentes del medio debido a que
cuando las células ya no son necesarias, se suicidan activando un programa de muerte
intracelular, conocido como muerte celular programada (Alberts et al., 2002). Por lo tanto al
inocular una densidad celular a largos periodos de incubacion la viabilidad celular si va a ser
afectada, no obstante los tiempos utilizados o la cantidad de densidad empleadas inicialmente
en el estudio no llegan hacer significativos. Considerando que la linea celular PK-15 carece de

inhibicién por contacto, es el término utilizado para describir la detencién abrupta del ciclo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mboc4/A4754/def-item/A5682/
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celular que se produce en cultivos de células epiteliales que proliferan rdpidamente en el
momento en que se forma una monocapa confluente (Kramer, Gomperts, & Tatham, 2009), en

la fase de confluencia pueden aparecer capas de células superpuestas aun viables.

Por lo que realizo realizé una gréfica demostrando el porcentaje de viabilidad celular

tomando en cuenta las densidades iniciales empleadas en el estudio. Figura 13

Considerando los resultados anteriores, en la normalizacion de la curva de crecimiento
indica que dentro de las 48 horas a 96 horas tiempo de incubacién se encuentran las células en
fase exponencial y seglin Stanbury, Whitaker, & Hall (2017), la tasa maxima de crecimiento de

las células se encuentra en la fase exponencial, por ende son mas viables.

Figura 13

Grdfico del % de viabilidad respecto al tiempo de incubacion.
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Con respecto a los resultados de separacion de medias de la interaccion de densidad
inicial y tiempo de incubacién en funcién de nimero de células, recomienda emplear una
densidad inicial de 18x103 células/pocillo con un tiempo de incubacién entre 48, 72 0 96 horas
para una mayor cantidad celular, no obstante no significa que entre mayor cantidad celular sea
los mas éptimo debido a que existen otros factores a considerar como viabilidad celular parala
obtencidn de una densidad inicial viable para los ensayos. Por lo tanto comparando las
densidades iniciales con el porcentaje de viabilidad se puede emplear 15x102 células/pocillo o
18x103 células/pocillo hasta 48 horas de incubacidn. Para los ensayos se determiné emplear
12x103 células/pocillo debido que se encuentra dentro de |a fase exponencial a las 72 horas y
existe un alto porcentaje de viabilidad. A demas en otras investigaciones como Zhou N. (2015) y
Zhu et al. (2019), para replicacidn de la linea celular PK-15 con el virus de PPC utilizaron 1x10*
células/pocillo al igual OIE (2019) para los ensayos NPLA, densidad celular similar empleada para

los ensayos.

Inoculacion del VPPC en la linea celular PK-15

Se comprobd la infeccidn del virus a la linea celular a las 72 horas realizando una tincion
con imnunoperoxidasa directa y visualizando con un microscopio invertido. Las células

observadas presentaron un color rojizo en el citoplasma.
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Figura 14

Cultivo celular de la linea PK-15

Nota. Observacion realizada con objetivo 10x de las células preformadas PK-15 (A) Células sin el

virus a las 72 horas (B) células infectadas con el virus a las 72 horas.

Este color rojizo se debe a la replicacién del virus tiene lugar en el citoplasma después
de la endocitosis mediada por receptores (Gray & Nettleton, 1987). El virus de PPC no produce
un efecto citopatico en el cultivo celular PK-15 por lo tanto, se detecta por un sistema indicador
de marcado inmunolégico mediante un conjugado de peroxidasa para observar la replicacidn de
virus (Jensen, 1981). Los resultados concuerdan con la investigaciéon de Yin et al., (2020)
empleando inmunoperoxida en células PK-15 con la cepa VPPC (SD19-15, subgenotipo 2.1b) y
con la investigacion de Relova et al., (2017), empleando la linea celular SK6 con la cepa

Margarita.

Titulo viral

Se realizaron cuatro subcultivos de células PK-15 con el virus para aumentar la

concentracién viral. La dosis infectiva del virus se calculé mediante el método Reed y Muench,
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obteniéndose un titulo viral de 1082° DICTso/mL. En la Tabla 8, se observan las diluciones
realizadas a partir de este stock inicial del virus. El calculo para obtener 100DICTs/50uL con las

diluciones empleadas 1:10 y 1:100 se observa en el Anexo 5.

Tabla 7

Dosis infectiva de los stocks virales.

No° Diluciones  Titulo (DICTso/mL) Dilucién DICTso
stock viral 10 18,26 1 181970085,86

1 10 77,26 1:10 18197008,59
2 10 76,26 1:100 1819700,86
3 10 75,26 1:1000 181970,09
4 10 74,26 1:10000 18197,01
5 10 73,26 1:100000 1819,70
6 10 72,26 1:1000000 181,97
7 10 71,26 1:10000000 18,20
8 10 70,26 1:1000000000 1,82

El titulo viral obtenido de 10826 DICTsy/mL se debe a que se realizd cuatro subcultivos
celulares seguidos con la cepa de referencia Alfort187 con un titulo inicial de 108 DICTso /mL. En
base al resultado se compard con otras investigaciones, segin Ganges & Barrera (2007),
después de realizar 11 subcultivos en células PK-15 y dos subcultivos en células SK6 con el VPPC
cepa Alfort 187 obtuvieron un titulo de 10%° DICTso /mL. En otra investigacion de Zayas, Yen, &
Odio, (2019) demostraron sus resultados a las 4 subcultivos post-infeccidon de células PK-15 con
virus de la cepa C, lograron obtener 10?DICTso / mLy 10°DICT 5o /mL en el subcultivo nimero 23.
En cambio en la investigacién de Zhou et al., (2015) emplearon una cepa atenuada lapinizada
china del virus de la PPC (cepa HCLV, 10*DICTs0/0.1mL) obteniendo en el subcultivo nimero 6 un

titulo de 102DICTso/ 0.1 mLy en el subcultivo nimero 22 un total de 10°DICT 50 / 0.1 mL.



56

El titulo viral producido por la replicacion y propagacion de VPPC en lineas celulares
cultivadas in vitro suele ser bajo como se observo en los resultados de las otras investigaciones,
al menos que se realice subcultivos con una cepa de referencia de un titulo alto (Yin et al.,2020),

como se lo realizd en esta investigacion.

Figura 15

Diluciones de los stocks virales para la dosis infectiva.
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Con los datos obtenidos de la Tabla 7, se graficé el limite de la dilucion que se debe
tomar para infectar el 50% de los cultivos. En este caso es hasta las dilucién 10 para alcanzar al
objetivo de 100 DICTsp por 50 pL. Se puede observar que entre mayor sea la dilucion del virus la

dosis infectiva disminuye.
Deteccion de anticuerpos neutralizantes

Se realizé la prueba de NPLA con una dilucidn inicial de suero 1:10 para todas las
muestras. Se utilizaron dos diluciones diferentes de los stocks virales con 100 DICTso/50 pL. Para

el stock viral de 107! se diluyd 0.48 pL del virus en 4400 pL de medio de crecimiento, mientras
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que para el stock viral de 1072 se diluyd 4.82 pL de virus con 4395 plL del medio. Los resultados

obtenidos de anticuerpos neutralizantes se muestran en la Figura 16.

Tabla 8

Resumen de los resultado de anticuerpos neutralizantes por NPLA

Titulo de anticuerpos Cepa Alfort 187-
neutralizantes (logo) VPPC
Total %
Sueros con titulos <1 4 13,33
Sueros con titulos
4 13,33
Entre 1y 2.85
Sueros con titulos >2.85 22 73,33
Total 30 100

Nota: Los sueros con titulos <1 se consideran negativos.

El indice de neutralizacion (IN) es el log 10 del factor de dilucidn del anticuerpo (reciproco
de la dilucion) cuando el 50% de los pocillos estan protegidos de la infeccion (N. Chen et al.,
2010a). Dado que el factor de dilucién inicial fue 10 (Dilucidn inicial recomendada por la OIE), el
valor de IN de 1 es el umbral de deteccién de nuestro ensayo de neutralizacién, por lo tanto los
indices de neutralizacion por debajo de este este se consideran negativos. El IN de basa en la
dilucidn inicial y esto concuerda con la investigacidon de Chen et al.(2010a), emplearon una
dilucion inicial de 50 dando su valor umbral 1.7 del NI en su ensayo de neutralizacién de

diferentes cepas de PPC por sueros anti-PPC de cerdo.
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Figura 16

Resultados de anticuerpos neutralizantes mediante NPLA
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Nota: El indice de neutralizacion es 1 (logio), representa la linea entrecortada. Las figuras de

color rojo representan los sueros negativos y de color verde los positivos.

Respecto a los resultados obtenidos, los titulos de anticuerpos mayores a una dilucién
1:10 se consideran animales protegidos, los titulos de neutralizacidn sobre 1:50 indican un grado
alto de proteccion a los animales (Bouma, Smit, Kluijver, Terpstra, & Moormann, 1999). Es por
esa razon que inician con esa dilucion para evaluar las vacunas basadas en la subunidad E2
Jelsma et al. (2021). Los animales con titulos de anticuerpos neutralizantes mayores a una
dilucidn 1:100 se consideran altos (Pérez et al.,2012). Existieron titulos de anticuerpos entre un
rango de 1.85 a 7.85 (logio), superiores a los reportados de Terpstra, Bloemraad, & Gielkens
(1984b), entre 1.3 a 3.7 (logio) para la deteccién de anticuerpos de animales no vacunados. La

diferencia de los resultados varia en las dosis infectivas empleadas debido a que en sus ensayos
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emplearon 200 DICTso/50 uL, mayor a la dosis utilizada en la investigacidon de 31.62 y 42.16

DICTs0/50 pL segun el control de dosis viral.

Para contrastar los resultados obtenidos del ensayo de NPLA se realizé una prueba ELISA

para deteccion de anticuerpos a los mismos sueros.

Tabla 9

Resumen de resultados del ELISA

% IP PrioCHECK®ADb
Total %
Sueros <30 5 16,67
Sueros entre >30y <50 1 3,33
Sueros >50 24 80,00
Total 30 100

Nota: Los sueros <30 se consideran negativos, entre 30 y <50 sospechosos, >50 positivos.

En el analisis de los resultados obtenidos con las dos pruebas diagnésticas utilizadas, se
establecieron dos categorias de muestras, positivas o negativas respecto a la presencia o
ausencia de anticuerpos neutralizantes frente al virus PPC. Mediante la técnica de NPLA se
detectd 26 sueros positivos del total de 30 sueros, lo que representa un 88,6% y por la técnica
de ELISA, detectd 20 muestras como positivas, lo que corresponde al 66,6% de las muestras

estudiadas. Figura 17

Tabla 10

Resumen de resultados de Elisa y NPLA

PrioCHECK
oAb % NPLA %
Positivos 20 66,66 26 86,66
negativos 10 33,33 4 13,33

Total 30 100 30 100
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Figura 17

Resultados de anticuerpos neutralizantes de ELISA y NPLA
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Nota: Titulos de anticuerpos positivos contra el VPPC se midieron por valor de IP (> 50%

positivo) usando el ELISA PPC Ab y titulos (logio), mediante el ensayo de NPLA

Al comparar los titulos de anticuerpos neutralizantes obtenidos de cada suero
empleando NPLA y ELISA se puede observar que algunos sueros presentan titulos inferiores
positivos a NPLA, que el ensayo ELISA los considera negativos. Esto es debido a que los sueros
presentan un porcentaje bajo de IP o sospechosos en el ensayo ELISA, mientras el ensayo de
NPLA por ser una prueba altamente sensible y especifica para la deteccidn de anticuerpos
neutralizantes (Gauger & Vincent, 2020), los considera como positivos. Es la prueba estandar de
oro para el diagnéstico de PPC en caso de las seroldgicas (Holinka et al., 2014) y es la técnica

recomendada por la OIE (2019). Los sueros negativos por NPLA pertenecen al mismo grupo de



61

negativos por ELISA. Estos resultados tienen similitud con un estudio de (Colijn, M, & G, 1997)

compararon Ceditest ® ELISA para PPC E2 con NPLA.

Sensibilidad y especificidad analitica

Los resultados de sensibilidad analitica la prueba NPLA neutralizé el virus en todas las
cavidades hasta la dilucidn 1:640, mientras que en la dilucién 1:1280 neutralizé solo 6 cavidades

y a partir de la dilucién 1:2560 no existio neutralizacion.

Figura 18

Grdficos de los resultados de sensibilidad analitica.
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La sensibilidad analitica se calculd segun el limite de deteccidn inferior de anticuerpos
neutralizantes de la prueba. El test Kruskal-Wallis determind que la distribuciéon de las cavidades
no protegidas, no es la misma entre las diferentes diluciones, por lo tanto si influyen las
diluciones del suero con la capacidad de neutralizar el virus. Segun la prueba Post-hoc empleada

la dilucién 1:1280 se encuentra agrupada junto a las diluciones con cavidades protegidas, por lo
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gue la mayor sensibilidad se obtiene hasta esa dilucidn. Los resultados de los sueros con titulos
de 7.85 (logio) son capaces de neutralizar el virus hasta una dilucion 1:1280.
Figura 19

Resultados de las cavidades sin proteccion de especificidad analitica.
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En los resultados de especificidad analitica, la prueba de NPLA no neutralizé el virus en
ninguna cavidad de los anticuerpos de las diferentes enfermedades. Todas las enfermedades
son excluyentes debido a que los virus pertenecen a diferente familias a excepcién de DVB que
conforman el mismo género Pestivirus, de la familia Flaviviridae (Pearson, 1992). Por la estrecha
relacidn antigénica entre los VPPC y DVB podria existir una reactividad cruzada (Islas et al.,

1997). No obstante, para diferenciar los Pestivirus se utiliza anticuerpos monoclonales.
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Control de dosis viral

Tabla 11

Resumen del control de dosis infectiva

Dilucion Numero de cavidades call)cz?;s da Anti log
Viral no protegidas DICTso/cavidad
(log1o)
16 1.50 31.62
2 17 1.62 42.16

El control de dosis infectiva se realizé a las diluciones virales empleadas. Segun la OIE
(2019), los ensayos de NPLA deben contener 100 DICTso para el 50% del cultivo celular. Sin
embargo se acepta una dilucién entre 30 a 300 dosis infectivas. Los resultados obtenidos estan

dentro del rango de aceptacion.
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Capitulo V: Conclusiones

El protocolo establecido durante la investigacion permitié un éptimo crecimiento y

proliferacién de la linea celular PK-15.

Se obtuvieron curvas de crecimiento del nimero total de células y viabilidad celular de
las diferentes densidades iniciales que permitieron determinar la fase exponencial para la

inoculacion del virus de Peste Porcina Clasica.

El virus de Peste Porcina Clasica no genera efecto citopatico, por lo tanto mediante un
microscopio invertido se debe observar en el citoplasma la presencia o ausencia de virus con un

marcador inmunoldgico.

La densidad celular empleada para los ensayos fue de 12x103células/pocillo, ademas se
determind que después de la inoculacidn del virus de Peste Porcina Clasica con células en

suspension, se debe realizar la fijacidn y tincién con inmunoperoxidasa a las 72 horas.

El titulo viral mediante el método de Reed y Muench después de 4 subcultivos fue de

1082 DICTs0/mL.

Mediante en el ensayo de NPLA se detect6 titulos de anticuerpos neutralizantes altos
entre 1.8y 7.85 (logio). El ensayo obtuvo mayor porcentaje de sueros positivos comparacién al
enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA) debido que el ensayo NPLA es mas sensible y especifica a

pruebas seroldgicas.

En sensibilidad analitica se determiné que los sueros con titulos de 7.85 (logio) son

capaces de neutralizar el virus hasta una dilucion 1:1280.
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En especificidad analitica se determind que el ensayo de NPLA para la deteccién contra

el VPPC es muy especifica.

La dosis infectiva para el 50% de los cultivos celulares utilizada en los ensayos fue baja

en comparacion a la dosis recomendada, pero esta dentro del rango de aceptacion por la OIE.

La estandarizacidon del ensayo de neutralizacion viral permite la deteccién de

anticuerpos neutralizantes contra el virus de Peste Porcina Clasica.
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Capitulo VI: Recomendaciones

Se recomienda realizar el mismo estudio con animales que estén vacunados contra a
cepa C en Ecuador, para determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes y comparar con los

resultados de animales no vacunados obtenidos en la investigacién.

Realizar mas estudios para la obtencién y estabilidad del virus para su almacenamiento.

Filtrar el virus después del proceso de congelacién-descongelacion para descartar

desechos, toxinas o células muertas.
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