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Resumen
La coccidiosis es la parasitosis aviar mas importante a nivel mundial. Eimeria tenella produce
un cuadro clinico muy severo. Este padecimiento se ha controlado medicando el alimento
con farmacos anticoccidianos, sin embargo, la creciente resistencia hacia estos ha
conducido a la blusqueda de métodos alternativos. La vacunacion con antigenos
recombinantes ofrece una alternativa viable. Un desafio clave es obtener una vacuna
disefiada genéticamente con antigenos capaces de estimular una respuesta inmune sélida.
En el presente estudio se disefio y analiz6 una vacuna experimental de esporozoitos
completos de E. tenella emulsionados en un adyuvante de nanoparticulas (EtSz-IMS1313).
El indice anticoccidial (ACI=187) obtenido mostré la eficacia de esta vacuna. Adicionalmente,
se observo que la suplementacién oral con IgYs de yema de huevo especificas vs Eimeria
sp. es una alternativa viable para evitar brotes graves de la enfermedad. Los anticuerpos
(Abs) 1gG zoito-especificos de E. tenella de conejos vacunados con EtSz-IMS1313
mostraron la identificacion exitosa de antigenos tipo B celular, estos Abs se purificaron y
utilizaron en dos bibliotecas de fagos aleatorios (12 mer y c7c lin) para seleccionar péptidos
recombinantes afines. Después de tres rondas de seleccidn se obtuvieron las secuencias de
nucleétidos de 20 clonas de cada biblioteca y su reactividad hacia los Abs anti-esporozoito
de E. tenella fue evaluada. La secuencia deducida de aminoacidos mostr6 alta coincidencia
con diversas proteinas de E. tenella. Las clonas de c7c lin mostraron mayor identidad con
dominios extracelulares repetidos similares al factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
trombospondina tipo | (TSP-1) de la proteina micronemal 4 de E. tenella ambos de la familia
TRAP. Las clonas obtenidas de la biblioteca 12 mer revelaron coincidencias con un
homadlogo de Cullin, el factor de elongacion 2 (EF-2), una cadena beta-dineina y una proteina
putativa de E. tenella. Se seleccionaron 4 clonas para inmunizar conejos. En ELISA y
Western blot los Abs anti-clona mostraron reactividad con los antigenos nativos de E. tenella.
Los péptidos seleccionados corresponden a mimotopos de antigenos del esporozoito de E.
tenella. Algunos de estos inmundétopos individualmente o en grupo fueron evaluados en
ensayos de inmunizacién/desafio, ambos tipos de inmundgenos mostraron proteccién parcial
contra E. tenella. La utilizacion de Abs heter6logos vs el esporozoito de E. tenella para
identificar epitopos inmunogénicos constituye una estrategia para descubrir péptidos

candidatos con potencial para ser utilizados como vacunas subunitarias contra E. tenella.

Palabras clave: Apicomplexa, Mimotopos, Merozoitos, Péptidos, Protozoarios, Vacuna.



Abstract
Avian coccidiosis has long been recognized as an economically important disease of poultry
industry worldwide. Specifically, Eimeria tenella is a dreadful disease. It has been controlled
by routine medication of feed. However, the rising emergence of drug resistance has led to
search for alternative methods of parasite control. Vaccination with recombinant antigens
offers a feasible option. Some of the main challenges to obtain a successful genetically
engineered vaccine is vinculated to appropriate identification of antigens that can stimulate a
sterilizing immunity. Here, we assayed an experimental vaccine composed of E. tenella
whole-sporozoites emulsified in a novel nanoparticle adjuvant (EtSz-IMS1313). The
anticoccidial index (IAC=187) showed the effectiveness of EtSz-IMS1313 as a vaccine. In
fact, we demonstrated that oral supplementation of chickens with egg yolk Eimeria sp.-
specific immunoglobulins can be a viable alternative to avoid severe outbreaks of the
disease. The E. tenella zoite-specific IgG antibodies (Abs) from vaccinated rabbits
demonstrated the feasibility for successful B cell antigen identification. This rabbit IgG fraction
from E. tenella sporozoite antiserum was purified and used to screen two random Phage-
display libraries (12 mer and c7c link). After three rounds of selection, 20 clones were picked
up from each library, their nucleotide sequence obtained and their reactivity to anti-sporozoite
E. tenella Abs were evaluated. The deduced amino acid sequence of the selected peptide
clones showed good matches with several E. tenella proteins. The c7c link selected clones
found identity with the extracellular domains of the epidermal growth factor-like (EGF-like)
and the thrombospondin type-lI (TSP-1) both repeats of E. tenella micronemal protein 4.
Clones obtained from the 12-mer library phage revealed coincidences with a Cullin
homologue, elongation factor 2 (EF-2), a beta-dynein chain, and a putative E. tenella protein.
Four clones were selected to immunize rabbits. Anti-clone Abs showed reactivity to E. tenella
native antigens by ELISA and Western blott. Hence, the selected Phage displayed peptides
correspond to true mimotopes. Some of these immunotopes were tested in priming/challenge
assays, individually or in a pool feature both showed partial protection against E. tenella. This
study elicited the feasibility of using heterologous Abs against E. tenella sporozoites to
identify strongly immunogenic immunotopes. In addition, this work evaluated a strategy for
discovering of candidate peptides with the potential to be used as E. tenella epitope-based

subunitary vaccine.

Key words: Apicomplexa, Mimotopes, Merozoites, Peptides, Poultry, Vaccine.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Eimeria en la avicultura

Conforme la poblacién humana continta en incremento existe un aumento de la presion para
maximizar la produccion de alimentos con el fin de cubrir su creciente demanda. A la par
existe un aumento en el requerimiento del consumidor por productos alimenticios de origen
animal que sean producidos bajo estrictas medidas de inocuidad (UNA, 2021). La industria
avicola se encuentra bajo constante presion para maximizar la productividad y retorno
econdmico mientras al mismo tiempo se promueve el bienestar animal, la obtencién de carne
de alta calidad y una rapida accesibilidad a los productos destinados a satisfacer la demanda
del consumidor final. La produccién avicola es una de las actividades pecuarias mas
dinamicas de crecimiento mundial aportando casi una tercera parte de la proteina de origen
animal destinada al consumo humano, en México es la de mayor consumo per capita anual
(24.06 kg de huevo y 33.56 kg de carne de pollo) (UNA, 2021). Se ha pronosticado que la
expansion de la produccién avicola mundial continuard al menos durante los proximos 30
afos, lo cual hace que esta actividad productiva se encuentre sujeta a enormes desafios en
lo relativo a prevencién y control de los principales agentes patégenos que la afectan,
ademas de implementar mejoras continuas en las practicas de produccién (Blake et al.,
2020a). La produccion de aves domésticas se enfrenta cotidianamente a diferentes riesgos,
dentro de los cuales las enfermedades infecciosas son muy importantes, entre ellas
destacan coccidiosis aviar, influenza aviar, enfermedad de Newcastle, Salmonelosis aviar,
Paratifoideas, Marek, enteritis necrética y otras. Entre todas estas enfermedades, las de tipo
entérico son una preocupacion constante para la industria avicola, no solo debido a las
pérdidas acumuladas por el aumento en los costos de produccién, mortalidad y reduccion en
el bienestar de las aves inherentes a las mismas, sino que constituyen también un riesgo
constante de contaminacién de los productos avicolas destinados al consumo humano. La
coccidiosis aviar es causada por un protozoario intracelular del phyllum Apicomplexa
perteneciente a la familia Eimeriidae que incluye diferentes especies del género Eimeria
(Ogedengbe et al.,, 2018). Es la enfermedad parasitaria mas importante de las aves
domésticas a nivel mundial y constituye la enfermedad parasitaria aviar que genera la mayor
pérdida econdmica. Recientemente se determind que por cada pollo producido globalmente
se genera un costo de UK £0.16 (Blake et al., 2020a). En el Reino Unido se ha estimado que
las pérdidas debidas a infecciones por coccidia durante el 2016 fueron de 99.2 millones de
libras esterlinas (rango: £73.0—£125.5 millones), de los cuales el 74% se debi6 a los efectos

clinicos y subclinicos de la enfermedad, el 26% restante se erogo en profilaxis y tratamientos



terapéuticos (Williams, 1999; Blake et al., 2020a). Este protozoario usualmente ataca, invade
y prolifera en los tejidos epiteliales del intestino de su huésped, lo que resulta en dafio severo
e interrupcién de la digestion y absorcién de los nutrientes. Este compromiso en la funcion
del intestino conduce a un crecimiento deficiente y grandes pérdidas econémicas debidas a
la enfermedad (Blake et al., 2020a). En México, la coccidiosis es la enfermedad parasitaria
mas importante del sector avicola, actualmente se desconoce la cantidad exacta de pérdidas
por esta enfermedad, sin embargo, con base a un modelo de compartimentalizacién
categorico se consideran margenes de pérdida similares a las categorias observadas en el
Reino Unido, USA, Venezuela y Brasil (Blake et al., 2020a). Hace 20 afios, Moreno et al
(2001) describioé que el costo unicamente por el uso de farmacos anticoccidianos en México
era de 300 millones de pesos al afio, esto sin incluir los costos por tratamientos terapéuticos
o las pérdidas econdmicas atribuidas a la presentacion subclinica vinculada a este
padecimiento, si consideramos que la produccion de pollo de engorda ha tenido un
crecimiento medio anual cercano al 2.4% durante al menos los dos ultimos lustros (2009-
2019) (UNA, 2021), el costo actual debido a los efectos negativos de esta enfermedad en la
avicultura nacional son altamente significativos. Ademas, a diferencia de otros paises, en
México la coccidiosis toma mayor relevancia debido a que se deben considerar pérdidas
colaterales atribuidas a un castigo en el precio de comercializacién al avicultor debido a una
inapropiada pigmentacion de la canal del pollo, la cual se atribuye principalmente a los
efectos clinicos y subclinicos de esta enfermedad. Se deben considerar también las
consecuencias de salud colaterales en las aves debida a complicaciones como disbiosis y
enteritis necrdtica. Cualquier afectacion de la salud de las aves debida a coccidiosis clinica o
subclinica repercute directamente en la calidad y precio del producto, y por lo tanto en el
desenvolvimiento de la actividad, la cual en México es la mas importante del sector pecuario
(36.65% del PIB pecuario nacional) (UNA, 2021), situacién que condiciona su permanencia
en el mercado como uno de los alimentos de mayor valor nutrimental ofrecido al menor
precio, pone en riesgo su abasto y conduce a un riesgo real en la seguridad alimenticia del
pais, riesgo que debe asumirse con responsabilidad por parte de todos los sectores
involucrados, esto debido a la soslayada atencion que se ha prestado a este padecimiento
durante los dultimos afios debido al impacto real y mediatico que han tenido otras
enfermedades emergentes como Influenza Aviar o la enfermedad de Newcastle en su
presentacion velogénica.

Resumiendo, las principales pérdidas en México se deben a que la coccidiosis subclinica

afecta los parametros productivos, causa deterioro en la conversion alimenticia, retraso en el



crecimiento, disminucién de peso corporal, mala uniformidad, un pobre rendimiento a la
finalizacion, inadecuada pigmentacion de la canal, aumento de decomisos en rastro y
ocasionalmente de acuerdo a la especie de Eimeria involucrada (E. tenella, E. necatrix)
puede presentarse un cuadro clinico con incremento significativo de mortalidad en la parvada
(30-50%) (Moreno e Ibarra, 2002; Mesa et al., 2021). La resiliencia, alta tasa reproductiva y
corto ciclo de vida del parasito aunado a las altas densidades de aves criadas en las casetas
avicolas modernas garantizan que este parasito sea un patdgeno omnipresente y altamente

persistente dentro de las granjas avicolas de México y el mundo.

1.2 Etiologiay ciclo de vida

La coccidiosis es producida en huéspedes vertebrados e invertebrados por un parasito
protozoario del género Eimeria del phyllum Apicomplexa. Una gran proporcion de animales
domésticos son infectados por una o mas especies de Eimeria. Se han descrito mas de
1,200 especies de Eimeria, virtualmente cada una de ellas se encuentra restringida a una
sola especie de huésped (Ogedengbe et al., 2016, 2018). La gallina doméstica puede ser
infectada por Eimeria tenella junto con E. acervulina, E. maxima, E. brunetti, E. necatrix, E.
mitis y E. praecox, cada una de estas siete especies se desarrolla y coloniza un sitio
especifico del intestino de los pollos (Cowper et al., 2012; Ogedengbe et al., 2018). E.
acervulina, E. maxima, E. necatrix, E. tenella, y E. brunetti cominmente se consideran las
especies de coccidia mas importantes debido a ciertos factores como su mayor tasa de
incidencia, fecundidad y patogenicidad. Aunque todas las especies pueden socavar la salud
y el bienestar general de las aves E. tenella es la especie de Eimeria en pollos
econdmicamente mas importante, ademas de ser la mas estudiada (Clark et al., 2017
Juarez-Estrada et al., 2021a). Eimeria mitis y E. praecox no se han asociado con
enfermedades graves en aves de corral, pero se ha informado que reducen la eficiencia
alimenticia en pollos (Conway et al., 1993). Regularmente E. tenella, Eimeria necatrix y E.
brunetti se asocian con coccidiosis hemorragica, mientras que E. acervulina, E. maxima E.
mitis y E. praecox se vinculan en gran medida a patologias de malabsorcion (Blake et al.,
2015). Recientemente se han descrito tres nuevas especies de Eimeria de las gallinas
domésticas, esta descripcion se ha hecho basandose en sus caracteristicas morfologicas,
sitio de replicacion especifico, patologia, periodo de prepatencia y principalmente en la
secuenciacién gendmicas de tres unidades taxondémicas cripticas operacionales (OTU’s), las
cuales has sido descritas de manera recurrente en los dos ultimos lustros (Clark et al., 2017;

Blake et al., 2021a). La capacidad de estas OTU’s para comprometer la ganancia de peso



de los pollos de engorda y escapar de la inmunidad inducida por las vacunas anticoccidiales
disponibles comercialmente indica que podrian representar una futura amenaza para la
salud, bienestar y productividad de las aves (Blake et al., 2021a).

Eimeria tiene un ciclo de vida directo (oral-fecal), las especies de Eimeria usualmente
infectan un solo huésped durante todo su ciclo de vida por lo cual son tipo monogénico
(Lépez-Osorio et al., 2020). Presentan un ciclo coccidial de tres estadios principales, que
involucran dos multiplicaciones asexuales (esquizogonia, conocida también como
merogonia), esporogonia (fase de esporulacion) y una multiplicacién sexual (gametogonia).
El estadio de transmision infectante del parasito es el ooquiste esporulado, el cual es
liberado a partir del huésped a través de las heces, el ooquiste cuenta con una pared oval o
semi-esférica de doble capa sui generis de Eimeria que es muy resistente a las condiciones
adversas del medio ambiente y que hacen que el ooquiste persista en el medio ambiente
durante un largo periodo de tiempo (Belli et al, 2006). La esporogonia ocurre cuando los
ooquistes que contiene un huevo o cigoto se ven sujetos a una division reductiva para formar
cuatro esporoblastos haploides y cada esporoblasto se desarrolla a su vez para formar dos
esporozoitos, cada uno con una pared celular diferenciada. Después de la ruptura del
ooquiste en los ventriculos gastricos del ave, secuencialmente junto con la accién enzimatica
gastrointestinal del ave se liberan ambos esporozoitos en la luz intestinal y estos constituyen
la fase infectante de Eimeria a nivel celular intestinal (Allen y Fetterer, 2002; Belli et al, 2009;
Cowper et al., 2012). El proceso de esporulacién se encuentra influenciado por la humedad
relativa, la temperatura y los niveles de oxigeno, factores cominmente presentes dentro de
las casetas de crianza donde se efectla la producciéon comercial de pollos de engorda,
situacion que se ve favorecida en lugares con climas cdlido- himedo o bien durante la
temporada de lluvias (Mesa et al., 2021). El ciclo siempre inicia con un huésped susceptible
que ingiere por accidente un ooquiste esporulado del medio ambiente (las aves escarban e
ingieren), cada ooquiste esporulado contiene cuatro esporoblastos y cada esporoblasto
contiene dos esporozoitos, por lo cual, cuando cada ooquiste se exquista en el intestino
libera 8 esporozoitos moviles. Inmediatamente después de su ingesta y bajo la accion
enzimatica de los componentes liberados en el proventriculo el ooquiste se rompe gracias a
las contracciones mecanicas del ventriculo gastrico (molleja), posteriormente en el primer
tercio del duodeno bajo la accién de las enzimas liberadas por el pancreas (tripsina,
quimotripsina) y las sales biliares de la vesicula del ave los esporoblastos liberan a los
esporozoitos, los cuales de forma activa por medio de la formacién de un complejo

especifico de union (complex-juction, CJ) (Besteiro et al., 2011) se adhieren a la membrana



celular y penetran a las células epiteliales del intestino en una ubicacion especifica, en el
caso de las especies de Eimeria aviar invaden incluso activamente a linfocitos intraepiteliales
y macrofagos que les sirven de transporte a capas epiteliales mas profundas (Trout y Lillehoj,
1993, 1995; Dowse y Soldati, 2004; Frélich et al., 2012; Cowper et al., 2012; Li et al., 2020).
La invasién exitosa de la célula huésped por el parasito apicomplejo depende de la secrecion
secuencial de proteinas y otras moléculas a partir de las roptrias, las micronemas y los
granulos densos, lo cual ayuda a formar la CJ y da como resultado la formacion de la
vacuola parasitéfora (PV), la invasion es un proceso muy rapido que ocurre entre 10 y 15
segundos, una vez iniciada la invasion esta es irreversible (Morgan et al., 2007; Lamarque et
al., 2011; Besteiro et al. 2011). Posterior a la adhesién, union e invasion el parasito se
encapsula dentro de la PV en el interior de las células huésped, lo cual le brinda acceso a
nutrientes intracelulares y lo protege del sistema inmunitario del huésped (Morgan et al.,
2007; Frolich et al., 2012). En un periodo de 12 a 48 horas se transforma en una etapa de
alimentacioén y replicacién conocida como trofozoito. El trofozoito se replica agrandandose y
el ndcleo se divide mediante un proceso de divisién asexual conocido como esquizogonia, en
esta etapa el parasito se conoce como esquizonte de primera generacion. El ciclo de vida del
parasito involucra ambos estadios asexuales (esquizogonia) y sexual (gametogonia) de
desarrollo. Después de una serie de divisiones nucleares de multiplicacion (endodiogénesis)
y posterior a la citocinesis se produce una gran cantidad de merozoitos. La multiplicacion de
los merozoitos continda dentro de la PV (divisibn merogdnica), esto obliga a que la célula
infectada se rompa y cada merozoito (dotado también de complejo apical) se libere en la luz
intestinal alli penetra en una nueva célula epitelial sana adyacente generando un nuevo ciclo
de multiplicacién. Se ha observado que cada especie de Eimeria estd programada
genéticamente para un numero especifico de divisiones merogdnicas (esquizogonia), la
mayoria muestran varias generaciones de forma continua (de dos a cuatro generaciones), A
través de estos ciclos de replicacion el parasito invade las células, dafia el intestino y
produce una patologia grave. De hecho, la seleccion de diferentes cepas de Eimeria sp aviar
con menor cantidad de generaciones acorta su periodo total de prepatencia, estas cepas
producen menos dafio al intestino y esta metodologia selectiva constituye la base para la
obtencion de cepas precoces de tipo vacunal (McDonald et al., 1986; Shirley y Bedrnik,
1997; Kawasoe et al., 2005; Jorgensen et al., 2006). Después de la Ultima generacion
merogonica especifica de especie, los merozoitos invaden los enterocitos para diferenciarse
en células masculinas (Microgametocitos, menos abundantes) y femeninas

(Macrogametocitos, mas abundantes) iniciandose asi la fase sexual conocida como



gametogonia mediante la cual se produce una nueva generacién de ooquistes diploides no
esporulados. Los microgametocitos se producen a partir de microgametos, cuando se
multiplican (endodiogénesis) en demasia rompen la célula infectada y se liberan hacia la luz
intestinal donde fertilizan a los macrogametos al penetrar en los enterocitos que contienen a

estos (Figura 1).
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Figura 1. Esquematizacion del ciclo de vida de Eimeria sp (A) y estructura simplificada del

(A)

esporozoito de Eimeria sp (B). Modificado de Ahmad et al (2016).

Posteriormente se producen huevos o cigotos que precipitan a su alrededor a partir de
compuestos especificos (cuerpos formadores de la pared | y Il) una doble pared gruesa de
naturaleza proteica-quitinosa impermeable muy resistente, formando asi los ooquistes
completos (Belli et al, 2006, 2009). Después de la fertilizacién y formacion completa de la
pared, el oocisto se desprende de los enterocitos del hospedador eliminandose a través de
las heces (Lillehoj y Trout, 1996, LOpez-Osorio et al.,, 2020). Conforme el parasito se
desarrolla y multiplica, se observa la destruccion del tejido intestinal del huésped lo cual

conduce a diferentes manifestaciones clinicas que se observan cuando existe un brote de la



enfermedad (Johnson y Reid, 1970; Williams, 1973, 2001; Soutter et al., 2021). Inicialmente,
cuando el ooquiste se libera en las heces no se encuentra esporulado, contiene Unicamente
un solo huevo o cigoto el cual ain no es infeccioso. La tercera fase del ciclo de vida, la
esporogonia, ocurre en el medio ambiente externo, bajo condiciones ambientales 6ptimas de
oxigeno, calor y humedad, el ooquiste esporula y se forman 8 esporozoitos dentro del
mismo, en ese momento se vuelve infeccioso (oocisto esporulado) y cuando un nuevo
huésped susceptible ingiere accidentalmente el ooquiste esporulado, el ciclo de vida
continda (Figura 1).

Aunqgue cada especie de Eimeria que afecta a los pollos y su patologia asociada se conoce
desde la década de 1930 (Long et al., 1976), el alcance de la diversidad genética y las
estructuras de poblacién de estos parasitos apenas estan emergiendo (Prakashbabu et al.,
2017; Blake et al, 2020b, 2021a, 2021b). Estos nuevos desarrollos son resultado del interés
sobre la epidemiologia y diversidad de los parasitos debido a la necesidad mundial de la
industria avicola por obtener vacunas efectivas y accesibles como alternativa a las drogas
anticoccidianas (Clark et al., 2017; Prakashbabu et al., 2017; Blake et al., 2017; 2021a;
Juarez-Estrada et al.,, 2021a). La reduccién en los costos de secuenciacién, una mayor
eficiencia en los andlisis bioinforméticos y la obtencién de nuevos genomas de referencia
han contribuido a abordar cada vez mas nuevos estudios genémicos en estos pardsitos
(Reid et al., 2014; Prakashbabu et al., 2017; Hinsu et al., 2018; Blake et al., 2020b, 2021b).
Para el caso especifico de Eimeria aviar, la secuenciacion de su genoma inicidé en 2002
analizando la cepa de referencia Houghton de E. tenella (Novaes et al., 2012). Actualmente
después de mas de una década de investigacidbn de un consorcio de veinte instituciones
diferentes en diez distintos paises existen publicadas ya las secuencias del genoma de las
siete especies de Eimeria que se encuentran asociadas con la coccidiosis en pollos (Reid et
al., 2014). Estos estudios son fundamentales para ayudar a desarrollar mejores métodos de
control de esta enfermedad (Prakashbabu et al., 2017; Hinsu et al., 2018; Blake et al., 2015,
2021b). La opinidon negativa y la presion sobre el uso de agentes quimioterapéuticos por
parte de los consumidores en los Ultimos afios ha llevado a la promulgacion de leyes que
reducen el uso de antibiéticos en la cadena alimentaria y han alentado la busqueda de
medidas alternativas de control (Morgan et al., 2007; Blake y Tomley, 2014; Juarez-Estrada
et al.,, 2021a, 2021b). Entre las siete especies de Eimeria y las tres nuevas especies
propuestas de OTU’s existen ligeras diferencias a nivel fenotipico y molecular, estas se
vinculan ademas del numero de generaciones durante la fase de esquizogonia, a diferentes

caracteristicas fisicas como tamafo, forma y color de los ooquistes, y caracteristicas



biolégicas y moleculares como el sitio anatémico de su desarrollo en el intestino del ave,
periodo de prepatencia, duracién del periodo de esporulacién, grado de patogenicidad, tipo
de lesién, grado de inmunogenicidad, capacidad de multiplicacion y susceptibilidad particular
a cada uno de los farmacos anticoccidianos (Li et al., 2020; Blake et al., 2020b, 2021b; Mesa
et al., 2021). A pesar de estas ligeras variaciones entre especies, basicamente todas las

especies muestran una patogénesis similar (Lépez-Osorio et al., 2020).

1.2.1 Patogénesis y patologia de Eimeria en la avicultura

De todas las especies de Eimeria aviar cinco de ellas producen lesiones patoldgicas
relevantes y cuatro son mas importantes en términos de afectacion epidemioldgica global e
impacto econémico (E. acervulina, E. maxima, E. necatrix y E. tenella) (Williams, 1998;
Sakkas et al., 2018; Blake et al., 2020). Las fases enddgenas del parasito (esquizogonia y
gametogonia) producen lesiones debido a que las células en las cuales los parasitos se
desarrollan son estructural y funcionalmente dafadas, eventualmente son destruidas por el
parasito o por el sistema inmune del huésped. El sitio de la infeccion dentro del intestino del
ave varia de acuerdo a la especie de Eimeria involucrada; E. acervulina y E. praecox afectan
principalmente el duodeno, E. maxima, E. mitis y E. necatrix el intestino medio, la infeccion
puede extenderse al intestino posterior, E. tenella se desarrolla en los sacos ciegos donde E.
necatrix completa también su desarrollo sexual y E. brunetti infecta el recto (Johnson y Reid,
1970). La magnitud de la infeccién y la diferente patogenicidad de las especies determina la
extension del dafio causado al intestino (Johnson y Reid, 1970; Long et al., 1986; Williams
1973, 2001). Se ha documentado que las infecciones por Eimeria en aves de corral dificultan
la digestién de diversos nutrientes y aditivos, especialmente de aminoacidos, vitaminas
liposolubles, minerales y pigmentos, ademas de disminuir la mineralizaciéon 6sea (Joyner et
al., 1975; Su et al.,, 2014; Sakkas et al., 2018). Especies menos patégenas como E.
acervulina y E. mitis producen una enteritis leve, mientras que especies altamente patégenas
como E. necatrix y E. tenella causan la destruccion masiva de las vellosidades intestinales
ocasionando hemorragias profusas, toxemia y muerte (Jeffers, 1975; Juarez et al., 2007; Su
et al., 2014; Suprihati y Yunus, 2018). La infeccién por coccidia puede causar cambios en la
permeabilidad de la mucosa intestinal que resultan en una fuga de proteinas plasmaticas
hacia la luz del intestino, reduccion de la motilidad intestinal y aumento del pH (Joyner et al.,
1975; Juérez et al., 2007). Debido a la presencia de mas de una especie en un brote, la falta
de inmunidad cruzada entre especies y la competencia entre las especies de Eimeria por

una region particular del intestino las lesiones usualmente son cronolégicamente



secuenciales, esto puede complicar los cuadros patolégicos, el efecto de estos en las aves y
su diagnéstico apropiado sobre todo cuando la infeccion es mixta. La competencia por los
mismos enterocitos entre E. acervulina y E. mitis, E. praecox y E. maxima o E. tenella y E.
necatrix puede conducir a una preponderancia de especie e incluso de la misma fase del
parasito. Se ha descrito un fenémeno conocido como "efecto de saturacion” (crowding effect)
gue ocurre cuando hay competencia dentro y entre especies por una regidn particular del
intestino que puede suceder cuando hay mas de una especie involucrada en un brote
(Williams, 1973). Regularmente el grado de extension del dafio patologico ocasionado se
encuentra determinado por la cantidad inicial de ooquistes infectantes ingeridos (Williams,
1973, 2001; Suprihati y Yunus, 2018; Soutter et al., 2021). La cantidad de ooquistes viables
depende a su vez de su tasa de esporulacion en el ambiente.

Inmediatamente después de penetrar el epitelio superficial, los esporozoitos de E. tenella y
E. necatrix son transportados por macréfagos y LT CD8+ a la lamina propia, especificamente
a las glandulas de Lieberkiihn donde ocurre su desarrollo posterior (Lillehoj and Trout, 1996).
Los esquizontes de segunda generacion de estas especies son responsables de profusas
hemorragias (McDonald y Shirley, 1987; Juarez-Estrada et al., 2021b). Eimeria tenella induce
un aumento de tamafo del ciego, la pared se engrosa, hay petequias, equimosis o
sufusiones y a menudo se observa sangre sin coagular o parcialmente coagulada en la luz
del organo, en casos graves hay presencia de exudado caseoso (Jeffers, 1975; Johnson y
Reid, 1970; Suprihati y Yunus, 2018; Juarez-Estrada et al., 2021b). La infeccién con E.
necatrix en el tercio medio del intestino ocasiona enteritis con focos blancos opacos
rodeados por hemorragias (Johnson y Reid, 1970; McDonald y Shirley, 1987). Eimeria
maxima es moderadamente patégena y la mayor parte de la patologia se debe a sus etapas
sexuales, en una infeccidn grave, la pared intestinal se engrosa y se observan abundantes
petequias ademas de produccion excesiva de moco, el cual es de color naranja (Johnson y
Reid, 1970; Sakkas et al., 2018). Eimeria acervulina se considera una especie menos
patégena. Por ejemplo, en aves infectadas experimentalmente, se requiere mas de un millén
de ooquistes para causar mortalidad, mientras que con E. tenella 3 x 10* ooquistes
esporulados/ave son suficientes para matar a la tercera parte de las aves infectadas (Joyner
et al,, 1975; Kawazoe et al., 2005; Juarez-Estrada, et al.,, 2021a). Gran parte de la
investigacion sobre el efecto especifico de la infeccion de Eimeria sobre la absorcion de
nutrientes se ha centrado en E. acervulina, debido a que esta especie infecta principalmente
el duodeno, donde ocurre la mayor parte de la digestién y absorcién de nutrientes (Joyner et

al., 1975; Kawazoe et al., 2005;). La infeccién con E. acervulina se acompafia de absorcioén



deficiente de glucosa, grasas, aminoacidos, calcio, zinc, xantofilas, vitamina A y carotenoides
(Joyner et al., 1975; Su et al., 2014; Frade-Negrete et al, 2016). Se ha observado que la
actividad enzimética del borde de cepillo de las vellosidades intestinales disminuye
significativamente en aves infectadas con E. acervulina y E. mitis (Kawasoe et la., 2005; Su
et al., 2014). La pérdida de peso, eficiencia alimenticia y falta de pigmentacién de las aves
son una consecuencia frecuente en las infecciones clinicas y subclinicas por E. acervulina y
E. maxima (Juarez et al., 2007; Su et al, 2014; Hamzik et al., 2015). En México un
incremento de cepas resistentes a los anticoccidianos ha conducido a que el “crowding
effect” ocasione que la reproduccién autolimitante de E. acervulina se prolonge mas en la
vida del pollo de engorda, por lo cual las infecciones subsecuentes con E. maxima y E.
tenella se presentan cada vez mas tarde en la vida de estas aves lo cual provoca un efecto
negativo mas grave en pollos de mas peso y mayor consumo de alimento (observaciéon
personal 2005-2006). Los estudios de digestibilidad ileal de aminoacidos en pollos de
engorda vacunados y desafiados con una dosis alta mixta de E. acervulina, E. maxima y E.
tenella revelaron una reduccién general en la digestibilidad de los aminoacidos con mayor
efecto negativo para aminoacidos de cadena ramificada (Leu, lle, Val), Thr y Cys (Joyner et
al., 1975). El mecanismo exacto de la reduccion de nutrientes en el intestino debido a la
infeccién por Eimeria aln no es suficientemente claro, sin embargo, recientes trabajos de
genética molecular han indicado una reduccién en la expresion de genes responsables del
transporte de aminoacidos en el intestino y una regulacion a la baja de la enzima
aminopeptidasa en el borde de cepillo del enterocito (Su et al., 2014). Bajo el microscopio, la
patologia incluye disminucion en la longitud de vellosidades, microvellosidades y profundidad
de las criptas del intestino lo cual puede indicar la extension de la infeccion, en casos graves
se observa inflamacion, hemorragias, necrosis y apoptosis (Kawazoe et al., 2005; Suprihati y
Yunus, 2018). Durante las primeras siete semanas de vida del pollo de engorda en México
es comun encontrar en la cama o las heces de una sola parvada al menos tres especies (Ej.
E. acervulina, E. maxima, E. tenella) (Moreno e Ibarra, 2002). Cinco de las especies, E.
acervulina, E. maxima, E. tenella, E. brunetti y E. necatrix, son ampliamente conocidas e
identificables debido a que producen lesiones caracteristicas en el tracto digestivo, su
patogenicidad varia de moderada a severa (Long y Joyner, 1984; Abu-Akkada et al., 2012)
(Tabla 1). Al verificar si habia correlacion entre cantidad de ooquistes de Eimeria, el dafo
patolégico producido y el rendimiento final de los pollos de engorda, se observé una

correlacion directa entre la abundancia de ooquistes de E. maxima en cama y la mortalidad
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Tabla 1. Principales caracteristicas patogénicas y patoldégicas de las especies de

Eimeria de las gallinas domésticas (Gallus gallus)

Especie

Sitio de

desarrollo

Patogenicidad

Lesiones macroscopicas y efectos

E.

acervulina

Duodeno,
Yeyuno (grave)

+++

Enteritis catarral con pérdida de fluidos,
diarreas, mucosa blanca-amarillenta,
malabsorcion de nutrientes, placas
blanquecinas desde serosa, apariencia
de peldafios de escalera, intestino
palido. Deterioro crecimiento, mala
absorcion, empeora indice de
conversion alimenticia.

. maxima

Yeyuno e lledn

+++

Balonamiento, inflamacion de pared
intestinal, petequias, equimosis Yy
desprendimiento epitelial, moco
naranja. Retraso del crecimiento, mala
absorcion, peor indice de conversion
alimenticia.

. tenella

Sacos ciegos

++++

Engrosamiento de pared cecal,
contenido sanguinolento a caseoso,
distension cecal y destruccion de
vellosidades, hemorragia  extensa,
anemia y mortalidad. Deterioro del
desarrollo.

. hecatrix

Yeyuno, lleény
Sacos ciegos

++++

Inflamacion del intestino,
engrosamiento de mucosa, luz llena de
liqguido, sangre y restos de tejido,
placas negras y blancas con apariencia
de sal y pimienta.

. brunetti

Sacos ciegos y
Recto

+++

Inflamacion severa de pared intestinal,
petequias y desprendimiento epitelial.

. mitis

lleén

++

Pérdida de liquidos como resultado de
enteritis limitada, malabsorcion.

E.

praecox

Duodeno y
Yeyuno

++

Moco, cilindros mucoides, contenido
intestinal acuoso.

++ indican menor patogenicidad +++ indican patogenicidad moderada y ++++ indican alta

patogenicidad

de los pollos, sin embargo, no se observé correlacion entre los niveles de ooquistes y

parametros productivos (GDP y CA) (Hamzik et al., 2015).
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Se ha reportado que E. necatrix es la especie de Eimeria mas patdégena que infecta a los
pollos, sin embargo, E. tenella es mucho mas comuln y tiene un mayor impacto en la
produccién avicola (Lee et al., 2012; Blake et al., 2015; Mesa et al., 2021).

1.2.2 Manifestaciones clinicas de la infeccion por Eimeria

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad se han categorizado en dos presentaciones,
ambas se basan en el grado de patogénesis de la enfermedad. La presentacién subclinica
es la mas comun, usualmente no muestra signologia médica aparente, presenta una
interaccion intermedia entre el parasito y el huésped, el cual puede manifestar baja eficiencia
alimenticia, pérdida de energia, baja ganancia de peso e inapropiada pigmentacién de la piel
(Haug et al, 2008, Frade-Negrete et al., 2016; Soutter et al., 2020). Las aves susceptibles
con coccidiosis clinica presentan decaimiento, alas caidas, diarrea mucosa o0 sanguinolenta,
deshidratacion, despigmentacion y mortalidad. En pollo de engorda la tasa de crecimiento se
afecta significativamente y en el caso de coccidiosis cecal presentan anemia (Juarez-Estrada
et al, 2021b). Los pollos recuperados de la coccidiosis 0 aquellos con infecciones subclinicas
generalmente se desempefian de manera poco eficiente a lo largo de su vida. En México se
afecta el grado de pigmentacion del pollo de engorda destinado a comercializarse en pie y
mercado publico, lo cual repercute en incremento de pérdidas econdmicas para el productor
y encarecimiento del producto para el consumidor final (Frade-Negrete et al, 2016). Los
efectos de la infeccion son el resultado de la mala absorcién de nutrientes lo cual se debe al
dafio del epitelio intestinal, adicionalmente la infecciéon puede conducir también a una mayor
susceptibilidad a agentes patégenos oportunistas. Los signos clinicos de la coccidiosis cecal
incluyen anorexia, plumas erizadas, deshidratacion severa, diarreas acuosas Yy
sanguinolentas que regularmente son muy aparatosas, se altera la digestion, se produce
mala absorcion, hay disbiosis y aumento de susceptibilidad a patégenos oportunistas como
Enterococcus, Streptococcus, Salmonella sp y diferentes taxidos del orden Clostridial y
Enterobacteriaceae lo cual puede conducir a alta mortalidad, sobre todo en aves jévenes
(Arakawa y Ohe, 1975; Kimura, 1976; MacDonald et al., 2017; Chen et al., 2020; Zhou et al.,
2020). La severidad de la infeccion también depende de la cantidad de ooquistes ingeridos,
la presentacién leve ocurre cuando las aves ingieren una cantidad baja de ooquistes, y una
presentacion moderada o severa se presenta cuando se ingiere una gran cantidad de
ooquistes (Conway et al, 1993; Williams, 2001; Johnston et al., 2001; Suprihati y Yunus,

2018; Soutter et al., 2021). Ciertas practicas deficientes de manejo como alta densidad de
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aves y camas humedas pueden aumentar la cantidad de ooquistes en cama y contribuir asi a

exacerbar los signos clinicos (Moreno e lbarra, 2002; Lee et al., 2012; Mesa et al., 2021).

1.2.3 Diagnostico de la coccidiosis aviar

Las especies de Eimeria patdgenas usualmente se pueden diferenciar con base a la
signologia clinica de las aves afectadas, a la necropsia, las lesiones tipicas infringidas y el
sitio especifico de replicacion de las fases sexuales y asexuales, adicionalmente se pueden
obtener ooquistes directamente de frotis intestinales o heces, posteriormente estos pueden
ser identificados observandolos al microscopio con base a su morfologia, tamafio y
apariencia (Haug et al., 2008). Para un diagnéstico mas preciso se pueden analizar
histologicamente algunas de las etapas intracelulares del parasito, ademéas de evaluar sus
caracteristicas reproductivas y bioldgicas como prolificidad, periodo de prepatencia, patencia
y tiempo requerido para su esporulacion. Con la finalidad de ayudar a un diagnéstico méas
certero se han implementado algunas técnicas bioquimicas y de biologia molecular. Las
primeras técnicas fueron desarrolladas para identificar a las diferentes especies basandose
en el patron de isoenzimas de los ooquistes (Shirley, 1975), después se implementaron
pruebas de replicacién y andlisis de rARN y rADN (Haug et al, 2007). La técnica de PCR se
considera como un método rapido y preciso que ha conducido a su consolidacién como una
técnica precisa de identificacion (Haug et al, 2007; Ogedengbe et al., 2016, 2018; Soutter et
al., 2021). Esta técnica permite la amplificacion de secuencias especificas de ADN de unas
cuantas copias a millones de ellas en solo un par de horas, las copias obtenidas se separan
por electroforesis, se tifien con un agente fluorescente (EthBr) y se pueden visualizar con
UV. Adicionalmente la técnica de gqPCR permite la cuantificacion mas aproximada de
ooquistes en la muestra analizada (Soutter et al., 2021). La metodologia de PCR disefiada
para una identificacién precisa a través de la secuenciacion de los diferentes blancos
seleccionados puede contribuir a determinar la incidencia, ocurrencia y carga parasitaria de
las diferentes especies de Eimeria en el campo, esto ayudara en el futuro a una apropiada
documentacion de la evaluacion de las medidas de control propuestas para la coccidiosis
aviar (Haug et al, 2008; Ogedengbe et al., 2018; Soutter et al 2020, 2021). Existen estudios
de identificacion de antigenos especificos determinados por Phage display para la
discriminacién de Eimeria sp aviar, sin éxito aparente (U. Nottingham). Actualmente se esta
evaluando la metodologia de citometria de flujo para el diagndstico de especies de Eimeria a
partir de ooquistes presentes en heces, sin embargo, esta evaluacion ha sido a nivel

experimental, por lo cual se requiere aun su amplia validacion con muestras de campo.
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1.3 Epidemiologia de la coccidiosis aviar

Las aves susceptibles adquieren la infecciébn por via fecal-oral, esta ocurre Unicamente
después de la ingestiébn accidental de ooquistes esporulados. Los ooquistes se pueden
encontrar en la cama, el alimento o el agua de bebida. Los pollos entre 3 y 18 semanas de
edad son los mas afectados por las diferentes especies de Eimeria, la infeccién con algunas
de las especies puede causar alta mortalidad en aves jovenes, de acuerdo a la estirpe hay
aves que no desarrollan inmunidad apropiada hasta después de las 3 semanas de edad
(Lillehoj, 1988). Cuando las aves en ausencia de inmunidad protectora estan expuestas a
dosis diarias de ooquistes esporulados excretan ooquistes de manera continua hasta por 25
dias (Stiff y Bafundo, 1993; Chapman et al, 2005b). La mayor tasa de excrecién de ooquistes
es entre 3 y 7 semanas de edad (Williams, 1998; Lee et al, 2012), esto aumenta la
susceptibilidad de las aves jovenes a la infeccion y propagacion del parasito, lo que significa
que la infeccion puede persistir en la caseta durante largo tiempo. La producciéon continua de
ooquistes es la clave para establecer la infeccion y generar autoinmunidad dentro de una
parvada (Joyner y Norton, 1973; Stiff y Bafundo, 1993). El ambiente interno de la caseta
afecta la tasa de acumulacion de ooquistes en la cama (Moreno e lbarra, 2002; Mesa et al.,
2021). Debido a que las aves se crian en contacto con sus propias heces acumuladas en la
cama, la enfermedad seguird presentandose. El fotoperiodo es otro factor importante para la
acumulacién de ooquistes. Los ciclos de luz y oscuridad dentro de la caseta estimulan
periddicamente a las aves a rascar activamente en la cama, lo que puede favorecer la
aireacion, esporulacién e ingestion de ooquistes. Se ha propuesto que, durante las horas de
oscuridad, el acceso a los anticoccidianos en el alimento se reduce debido a una menor
ingesta de este lo cual favorece la invasion de las etapas extracelulares del parasito y puede
conducir a una exacerbacion de la enfermedad. El aumento de la cantidad inicial de
ooquistes, la densidad de aves por area cuadrada y la mayor susceptibilidad innata de las
aves jovenes aumenta significativamente la probabilidad de infeccion por coccidia. Al ser una
parasitosis generada por las condiciones en las que se crian las aves debe buscarse un
equilibrio (ambiente-parasito-huésped) que no afecte el rendimiento de las aves, es
importante enfatizar sobre el establecimiento de una apropiada vigilancia epidemiolégica con
la finalidad de obtener un mejor conocimiento sobre la eficacia de los programas de
medicacién y vacunacion empleados (Lee et al., 2012). El agente causal especifico de la
coccidiosis cecal en las aves es Eimeria tenella, desde el punto de vista patogénico,
inmunolégico y epidemiolégico es un padecimiento importante, ya que en forma conjunta con

el manejo que se efectlda en gallinas y pollos criados en piso es practicamente imposible de
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erradicar; lo cual se ha complicado por las particularidades inmunogénicas ligadas a esta
especie como son la falta de proteccion temprana en la vida del pollo de engorda o a su
aparente baja capacidad inmunogénica (Rose y Long, 1962; Mocket y Rose, 1986; Williams,
1995; Shirley y Millard, 2007; Juérez et al, 2007). La coccidiosis muestra un alto impacto en
la industria avicola principalmente porgue la transmisién de estos pardsitos se ve favorecida
por las practicas de producciéon moderna que implican la crianza intensiva de una gran
cantidad de aves confinadas a un area muy reducida (Blake y Tomley, 2014; Snyder et al.,
2021). Estas practicas de crianza han conducido a un aumento en los niveles de estrés en
las aves, y en consecuencia a un aumento en la incidencia de esta enfermedad (Yun et al.,
2000). Por ejemplo, una caseta moderna de pollo de engorda puede alojar de 20,000 hasta
30,000 aves bajo un solo techo con densidades de poblaciéon de hasta 33-36 kg/m?,
adicionalmente, puede haber hasta 10 casetas con estas caracteristicas en una sola granja.
Ademas, las areas de la industria avicola tienden a estar restringidas a un sitio geografico,
por ejemplo, en México una de las zonas de mayor produccién de pollo de engorda se
encuentra confinada a unos cuantos municipios alrededor de la ciudad de Cérdova en el
estado mexicano de Veracruz (UNA, 2021). Es asi, que bajo las condiciones comerciales de
crianza del pollo de engorda se proveen las condiciones ideales para la transmision y
permanencia del parasito dentro y entre las granjas (Chapman et al., 2016). Se ha observado
gue la coccidiosis es menos frecuente cuando el nimero de trabajadores en la granja y su
movilidad de una granja a otra es limitado. En un estudio epidemiolégico hecho en México
sobre la incidencia de coccidia en una zona cdalida y de alta humedad del estado de
Veracruz, realizado a través de un muestreo longitudinal estratificado de siete diferentes
granjas de una misma region, se identific6 que las especies de Eimeria con mayor frecuencia
fueron E. tenella (57%), E. acervulina (17%), E. brunetti (13%) y E. maxima (13%); la de
mayor presencia en todas las granjas fue E. tenella, mientras que E. acervulina predomino
en cuatro de las granjas, E. brunetti en dos y E. maxima solo en una (Moreno e Ibarra, 2002).
En México, algunos estudios indican que la especie de Eimeria mas comunmente aislada es
E. tenella (Moreno, 1980; Moreno et al., 2001; Moreno e Ibarra, 2002), especie que muestra
un rango de infeccién del 45 al 75% y una mortalidad del 20 al 50% con repercusiones
negativas severas en GDP, CA e incremento de aves selecionadas (remolacha o churpios).
En otros sitios del mundo E. tenella se ha diagnosticado como la especie de coccidia mas
comunmente involucrada en infecciones de campo, Abu-Akkada et al., (2012) determinaron
que en la produccién avicola convencional de Egipto E. tenella es la coccidia mas comun en

pollo de engorda, esta especie muestra un rango de infeccion en las parvadas de 20 a 100%
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y una mortalidad del 20 al 60% que se acompafa de disminucién en ganancia de peso y
eficiencia alimenticia. Abu-Akkada et al., (2012) pudieron diferenciar distintos grados de
patogenicidad entre cinco diferentes aislamientos geograficos de E. tenella. En un estudio
hecho en 2019, Mesa et al (2021) determinaron que E. tenella mostré el segundo lugar de
prevalencia en las cuatro principales regiones avicolas de Colombia solo después de E.
acervulina. Recientemente, la genotipificacion de un gran nimero de muestras de campo ha
revelado la existencia de tres nuevas unidades taxonomicas operativas (OTUs) cripticas y
divergentes de Eimeria, genotipos denominados OTUx, OTUy y OYUz que se describieron
por primera vez en Australia en 2007 (Clark et al., 2017; Blake et al., 2020). OTUx, OTUy y
OYUz estan més relacionados con E. maxima, E. brunetti y E. mitis respectivamente que con
otras especies. No se ha establecido al 100% si estas variantes pueden eludir la proteccién
inmunoldgica ofrecida por las vacunas vivas usadas actualmente (Clark et al., 2017 Blake et
al., 2020b; Blake et al., 2021a). Se ha informado que una de estas variantes estaba presente
en un 100% de un caso reportado, y que una parvada en uno de estos dos grupos de aves
que habia sido vacunada con una vacuna viva mostré un problema de coccidiosis recurrente,
lo que sugiere una posible evasion en la inmunoproteccién por la vacuna. No debe
disminuirse la importancia de comprender la estructura y distribucion de la poblacién
coccidiana, porque esto constituye la base para explicar la epidemiologia de la enfermedad y
ayudara al desarrollo de medidas efectivas de prevencion y control a largo plazo (Lee et al.,
2012; Hinsu et al., 2018; Snyder et al.,, 2021; Mesa et al., 2021). El conocimiento de la
diversidad antigénica de especies y cepas de campo circulantes, la probabilidad de
coinfeccion por cepas genéticamente distintas y la comprension de la eficacia de la
protecciéon cruzada contribuira a generar una prediccion valida sobre la longevidad y posible
eficacia futura de las vacunas subunitarias y de ADN en condiciones de campo (Blake et al.,
2020b, 2021a)

1.4 Prevencién y control de la coccidiosis aviar

Historicamente, la forma mas efectiva para el control de la coccidiosis clinica y subclinica ha
sido agregar farmacos anticoccidianos de sintesis quimica y productos de fermentacion
biol6gica (antibiéticos poliésteres ionoforos) en el alimento (quimioterapia profilactica) o bien,
a través de la vacunacion (Allen y Fetterer, 2002; Lee et al., 2012; Chapman et al, 2016). Si
bien estas medidas de control han hecho que la coccidiosis sea menos problematica que en
el pasado, aun con innovaciones como el uso de programas rotativos (Shuttle) y

combinados; recientemente debido al uso continuo e intensivo de los anticoccidianos se ha
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observado el surgimiento de cepas de Eimeria sp., que se han vuelto significativamente
resistentes a los farmacos (Abbas et al., 2011), ésta resistencia asegura la continua
presencia de estos organismos donde quiera que un pollo es criado. Aunada a esta limitante
y debido a que actualmente en México y el mundo existen movimientos pro- produccion
animal 100% inocua (organica) que han tomado un fuerte auge bajo un contexto de bienestar
animal y promocién de la salud humana, se ha restringido y en algunos casos se ha
prohibido la administracion de sustancias quimicas o Xenobidticos en la alimentacion de los
animales domésticos (LPOAA, 2013). El requerimiento de tolerancia cero en el contenido de
residuos quimicos en la carne de pollo y huevo para plato suscrito en la mayor parte de la
legislacion vigente relativa a inocuidad alimentaria y a la produccion organica de alimentos
de origen animal, ha incrementado el interés por el uso de vacunas de Eimeria sp, las que se
encuentran permitidas para su uso en la mayor parte de sistemas de produccion y
constituyen una opcion viable para el control de la coccidiosis aviar. Se han propuesto varios
criterios para la seleccion de los ooquistes vacunales, es asi que se han aplicado vacunas
vivas virulentas con base a una composicion o mezcla de diferentes especies de coccidia
seleccionadas con base a su capacidad inmunogénica, indice coccidiano (multiplicidad a
partir de un solo ooquiste) o su grado de sensibilidad a las drogas anticoccidiales
comunmente utilizadas; también se han usado vacunas vivas atenuadas (Shirley y Bedrnik,
1997; Jorgensen et al., 2006), ademas de vacunas de coccidia seleccionadas primariamente
por ser benignas desde el punto de vista patogénico pero que aln conservan su capacidad
inmunogénica. Sin embargo, bajo cualquier esquema de uso de vacunas de coccidia viva
siempre existe el riesgo latente de un brote clinico con todas las repercusiones que este

exhibe sobre la salud de las aves.

1.4.1 Puntos criticos del control y prevencion de la coccidiosis aviar

En diferentes estudios de campo efectuados en los dos ultimos lustros se han identificado
algunos puntos criticos en la prevencion y control de la coccidiosis, los cuales han conducido
a graves fallas en el cuidado de la salud de los pollos de engorda. Uno de los puntos criticos
se encuentra vinculado al uso indiscriminado y poco racional de los anticoccidianos de tipo
quimico y antibiéticos iono6foros (principales herramientas de control quimico-biol6gico del
parésito) (Lee et al., 2012; Abbas et al., 2011; Mesa et al 2021). En México por ejemplo, el
uso irracional de estos compuestos ha conducido al aumento en la presién de seleccion
genética de cepas de E. acervulina, las cuales son cada vez menos sensibles a los

antibiéticos iondforos, ocasionando que su replicacion en el intestino de las aves de acuerdo
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a la curva epidemiolégica en el desafio coccidiano normal de las parvadas de pollo de
engorda se prolongue cronoldégicamente en la vida del ave, lo cual ha hecho que el pico
maximo de su replicacion y la generacion de inmunidad autolimitante que permiten este tipo
de compuestos iondforos (permisibilidad de escape), que en el pollo de engorda
regularmente ocurre al dia 21 de edad, este se atrase hasta el dia 28 a 32 de edad, lo cual
ha ocasionado que si existe presencia de E. maxima en la cama de la caseta, esta especie
de coccidia ingrese tardiamente a la curva epidemiolégica de desafio (crowded effect) con
una replicacion tardia y lenta en el momento en que las aves comen mas para crecer, lo cual
en la practica ha ocasionado un aumento en la incidencia de procesos de mala absorcion de
forma mas recurrente y severa repercutiendo en un deterioro de la salud de las aves,
provocando malas respuestas vacunales, desnutricion cronica, mala uniformidad, aumento
de CA y adicionalmente una inapropiada pigmentacién del pollo (observacién personal,
2005-2006, Cérdoba, Veracruz). Adicionalmente, en un estudio efectuado por Juérez et al
(2007) se determind que la cepa de E. maxima utilizada en una vacuna de coccidias vivas de
origen extranjero (Coccivac-B™) no mostré6 proteccion cruzada inmune homologa
satisfactoria frente a un desafio con una cepa de E. maxima aislada en campo en México.
Aunque esta falta de proteccion atribuida a la amplia variabilidad antigénica presente entre
distintas cepas de la misma especie provenientes de diferentes localidades geograficas se
encuentra ya previamente documentada (Long y Millard, 1979; Martin et al, 1997; Barta et al,
1998; Smith et al, 2002) en México no se habia reportado y aparentemente no es un criterio
considerado por las autoridades sanitarias dentro del proceso de aprobacién de vacunas
foraneas en México. Otro punto critico surgido en este estudio (Juarez et al., 2007) fue que la
cepa vacunal de E. tenella de origen extranjero muestra una tasa baja de inmuno- proteccién
(Falta de proteccion del 100% contra un desafio homologo con la misma especie, pero de
una cepa aislada localmente) lo cual ocasiono una seria falla de inmunoproteccion en las
aves vacunadas. La razén por la cual una cepa vacunal de E. tenella viva no induce
inmunidad esterilizante en las aves desafiadas no sé pudo determinar exactamente en ese
estudio, sin embargo, de acuerdo a la consulta efectuada en la literatura especializada se
cree que se encuentra vinculado a la complejidad del tipo de respuesta inmune generada
hacia este protozoario por parte de aves jévenes menores a tres semanas de vida, las cuales
aln muestran un sistema inmune inmaduro (Lillehoj, 1988), esto aun cuando en el estudio de
Juarez et al (2007) las aves al momento del desafio tenian 21 dias de edad. Algunas otras
posibles razones de este aparente fracaso inmunitario se relacionan con la falta de

reciclamiento apropiado de los ooquistes en la cama, la uniformidad en la inmunizacion o
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bien el grado de patogenicidad de la cepa vacunal la cual cuando es muy patégena aln con
pocos ooquistes en la dosis vacunal llega a provocar dafios severos en la primo-
inmunizacioén lo cual a nivel de mucosa intestinal hace que disminuya la cantidad de células
inmunes competentes (DC, MO, LT CD8+, LT CD4+, LT NK) aptas para montar la inmunidad
protectora requerida, situacion que puede agudizarse aln mas en aves menores a 3
semanas de edad (Lillehoj, 1988). Aun, cuando se ha determinado que un contacto
patogénico con diferentes especies de Eimeria de aves conduce al desarrollo de inmunidad
protectora contra una segunda exposicion con la misma especie de coccidia (Stiff y Bafundo,
1993); lo que se sabe acerca de los mecanismos patogénicos del pardsito durante la
infecciébn y los mecanismos inmunoldgicos que utilizan las aves para protegerse de las
coccidias es aun relativamente escaso, esta situacion ha conducido al estudio inmunoldgico
de esta relacion (Lawn y Rose, 1982; Rose y Hesketh, 1979, 1982; Lillehoj, 1986, 1987;
Lillehoj et al, 1989; Juarez et al, 1999). En los pollitos neonatos criados sobre cama, por
ejemplo, la administracién de ooquistes vivos desde el inicio de la crianza y durante al menos
16-25 dias favorece que la replicacién continua de todos los estados reproductivos del
parasito (asexuales y sexuales) induzcan inmunidad natural contra E. acervulina (16 d), E.
maxima (25 d) y E. tenella (26 d) (Stiff y Bafundo 1993). Se ha observado que para generar
una inmunidad sélida a los ooquistes de Eimeria sp, es esencial que exista una re-infeccién
gue favorezca el contacto continuo con los diversos componentes derivados de la infestacion
activa por parte de los ooquistes infectantes (para inmunidad) (Williams, 1995; Chapman et
al. 2005b, Constantinoiu et al, 2008).

1.5 Respuesta inmunoldgica de las aves a la coccidiosis

Las respuestas de los huéspedes a las infecciones con Eimeria son complejas, se
encuentran influenciadas por el genotipo del huésped, la epidemiologia de la infeccion y la
dosis del parasito (Rose y Hesketh, 1979; Lillehoj, 1988; Dalloul y Lillehoj, 2006). Las
respuestas inmunoldgicas a este tipo de parasito involucran los dos tipos de inmunidad
especifica: celular y humoral (Frélich et al.,, 2012). Se han hecho estudios con aves
bursaectomizadas que auln bajo esta condicibn muestran desarrollo de resistencia inmune a
las coccidias, lo que no sucede en las aves que fueron timoectomizadas, en las que se
observan lesiones severas, lo cual indica un papel clave para las células linfoides de tipo T
desde el principio de la infeccion (Lillehoj, 1987, 1998). Aunque, no se conocen aun los
mecanismos inmunolégicos exactos involucrados en la proteccion contra la coccidiosis aviar,

algunos estudios sobre la respuesta inmune del huésped contra las coccidias in vivo, 0 sus

19



antigenos in vitro revelan que la respuesta mediada por células juega un papel principal. La
proliferacién de linfocitos T in vitro aumenta significativamente en respuesta a la infeccion
con diferentes antigenos de origen coccidiano (E. tenella, E. acervulina y E. maxima), lo cual
proporciona una idea acerca de la importancia de la proteccion conferida por estas células
contra las coccidias en general (Lillehoj et al, 1986; Lillehoj et al, 1989; Martin et al, 1993,
Juarez et al 1999; Breed et al., 1999). A partir de los aflos 80°s la expansién en el
conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos de los mamiferos ha sido exponencial, sin
embargo, la falta de aves con modificaciones genéticas (knockout), y la carencia de
anticuerpos monoclonales para la caracterizacion de los determinantes de sub- poblaciones
de células inmunes (CD) y la descripcién de sus funciones se ha ralentizado; lo cual ha
ocasionado que sea mas dificil estudiar la respuesta inmune de las aves a la coccidiosis
(Rose, 1987; Lillehoj y Trout, 1996; Dalloul y Lillehoj, 2006). Un problema para la
comprension de los mecanismos inmunoldgicos que se desencadenan frente a una infeccién
con Eimeria ha sido la falta de integracion de los resultados de las diversas investigaciones
hechas en este campo. Se han descrito algunos eventos fundamentales del sistema inmune
del ave frente a Eimeria: Las células esplénicas y linfocitos sanguineos periféricos de aves
inmunes son capaces de transferir resistencia a aves que no son inmunes (Rose y Hesketh,
1982). Una de las citocinas de mayor involucramiento en esta actividad es IFN-Y (Rose et al,
1991; Juarez y Fehervari, 2006; Frolich et al., 2012). La inmunidad no previene la invasion de
las células por los esporozoitos, pero si previene el desarrollo posterior de los mismos a la
PV (Lillehoj et al, 1986, 1998). Los pollos desarrollan inmunidad esterilizante a una infeccion
secundaria homoéloga siempre y cuando el grado de dafio epitelial durante el ciclo de
prepatencia de la primo- infecciébn no haya sido severo (Davis et al., 1978; Williams, 2001;
Soutter et al, 2021). La mayor resistencia genética hacia la coccidiosis esta vinculada a un
incremento temprano y significativo de células NK (Lillehoj, 1987; Frolich et al., 2012). El
papel de los LT en la resistencia a la coccidiosis ha sido investigado con agentes que
suprimen las respuestas inmunes mediadas por células, como la ciclosporina A (Cs-A),
betamethasona y dexamethasona (Lillehoj, 1987; Hernandez et al, 1999). Cuando la Cs-A es
proporcionada junto con los ooquistes, la infeccibn se ve reducida, posiblemente por su
efecto negativo directo sobre los ooquistes, sin embargo, cuando se ha proporcionado antes
del desafio, la susceptibilidad a la infeccion incrementa, y cuando la Cs-A se administré
antes de un desafio secundario la inmunidad protectiva se abatié (Lillehoj, 1987). Los
leucocitos sanguineos periféricos circulantes durante los 3 primeros dias de la reinfeccién no

muestran accion protectiva cuando se tranfieren a animales no inmunes que son desafiados
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(Rose y Hesketh, 1982). Estudios de deplecion linfocitaria revelan la importancia de los LT
CD8* TCR2af" en la inmunidad protectiva contra la coccidiosis aviar (Lillehoj, 1998; Frdlich
et al., 2012). En la respuesta primaria y secundaria los LT CD 8" residentes en los tejidos
linfoides asociados al intestino (IEL"S) muestran un papel protector de tipo efector directo
(Lillehoj and Trout, 1996; Trout y Lillehoj, 1995; Frdélich et al., 2012). Todas las especies de
Eimeria que infectan al pollo de engorda son inmunogénicas, sin embargo, notablemente la
especia mas inmunogenica es E. maxima, la infeccion con solo cinco ooquistes de E.
maxima generan una inmunidad protectora completa (Blake et al, 2005; Chapman et al.
2005b). La inmunidad protectora ha mostrado ser especie-especifica y en algunos casos
como por ejemplo con E. maxima ha mostrado ser cepa -especifica (Joyner, 1969; Barta et
al., 1998; Danforth, 1998; Smith et al, 2002), sin embargo, las bases genéticas, bioquimicas
e inmunoldgicas para esta falta de inmunidad cruzada entre cepas de E. maxima permanece

aun sin esclarecer (Martin et al, 1997; Basak et al, 2006: El-Ashram et al. 2015).

1.5.1 Respuesta Inmune Celular

El tejido primario para la invasion de la coccidia es el epitelio intestinal (Lawn y Rose, 1982).
El GALT de los pollos que incluye células inmunorreguladoras y efectoras, ha mostrado en
diferentes situaciones de desafio ser la primera linea de defensa a nivel del epitelio intestinal
(Lillehoj y Trout, 1996). El conocimiento de la interaccién existente entre células DC,
macrofagos, LT y coccidias a nivel de mucosa intestinal es crucial. La esfera de las
respuestas inmunes celulares producidas por las infecciones coccidianas a nivel de la
mucosa intestinal involucra ambos tipos de inmunidad, adquirida e innata, estas incluyen a
heterdéfilos, mastocitos, factores solubles (complemento), células asesinas naturales,
macrofagos, DC, LT cooperadores y LT citotdxicos (Lillehoj, 1998; Lillehoj y Trout, 1996,
Caldwell et al, 2004; Del Cacho et al., 2011, 2012). La inmunidad innata es responsable de la
eliminacion de parasitos durante las fases tempranas de una infeccién primaria, mientras que
la inmunidad adquirida se considera usualmente en el contexto de una infeccion secundaria
que resulta en una reduccién en el nimero de ooquistes eliminados, asi como una
atenuacion de los signos clinicos y lesiones (Lillehoj y Trout, 1996; Frélich et al., 2012). En
las aves, como en los mamiferos, las células T comprenden dos tipos celulares distintos que
varian en sus funciones, estas son las células cooperadoras (T CD4+) y las células efectoras
(T CD8+), las primeras auxilian en la sintesis de anticuerpos y reacciones de
hipersensibilidad, mientras que las segundas regulan efectos citotoxicos. La identificacion de

antigenos determinantes de superficie de grupo (cluster) como el complejo polipéptido CD3+

21



encontrado en asociacion con receptores- de células T antigeno-especifico (TCR)
caracterizado por sus heterodimeros ap (TCR2) o Y& (TCR1) ha hecho posible la distincion
entre linfocitos T cooperadores con marcador CD4+ que reconocen péptidos exdgenos de
antigenos extrafios en asociacion con moléculas clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) y linfocitos efectores con marcador T CD8+ (citotéxico/supresor)
gue reconocen péptidos enddgenos de antigenos extrafios asociados a moléculas clase | del
MHC, lo cual se ha efectuado utilizando Abs monoclonales que reconocen estos fenotipos,
sin embargo, estos antigenos determinantes no son indicadores absolutos de una sola
funcion. En los pollos las células T con TCR1 yd+ pueden ser CD4+ o CD8+ (Allen y
Fetterer, 2002). En los eventos celulares fundamentales frente a Eimeria los dos tipos
celulares de linfocitos (T CD4+ y T CD8+) son muy importantes, sin embargo, requieren al
menos dos eventos de infeccion para actuar eficazmente. Los LT CD4+ se activan en una
primo- infeccion, sin embargo, los LT CD8+ ejercen su funcién citolitica principal durante una
segunda infeccion (Rose et al, 1992; Lillehoj, 1998). En la batalla contra Eimeria se ha
observado que el incremento de la actividad citotoxica de las células inmunocompetentes se
encuentra relacionada con la presencia de anticuerpos (Zhang et al., 1995; Del Cacho et al.,
2011, 2012; Lee et al., 2012). Desde las primeras horas de la infeccibn se sintetizan
diferentes citocinas (IFN-y, 1L4, IL2, IL10, IL15, TGF-B y TNF-a) que dirigen y coordinan la
respuesta inmune celular y humoral (Juérez et al., 1999; Lillehoj y Lillehoj, 2000; Frdélich et
al., 2012; Del Cacho et al., 2016). A la luz de los datos encontrados, hoy en dia se considera
gue el mecanismo inmune mas eficaz en la lucha contra Eimeria es la citotoxicidad celular
mediada dependiente de anticuerpos (ADCC) (Dalloul y Lillehoj, 2006; Del Cacho et al.,
2012). En este mecanismo es imprescindible que los antigenos del parasito se expresen en
la superficie de la célula hospedera, a partir de estos antigenos se forman inmunocomplejos
qgue son reconocidos por receptores tipo FCYRI (CD64), FcYRII (CD32) y FcYRIII (CD16)
expresados por una gran variedad de células inmunocompetentes que usualmente son
activadas por IFN-Y (Davidson et al.,, 2008; Abbas et al.,, 2012; Frodlich et al., 2012).
Reconocida la célula parasitada por los inmunocomplejos expresados en su superficie las
células inmunes efectoras activan sus mecanismos citotoxicos tipo ADCC (Granzima B,
perforina) (Abbas et al., 2012). Por ejemplo, los LT CD8+ inducen la muerte de la célula
parasitada por medio de moléculas apoptéticas como granzima B. Las células NK y
eosindfilos promueven la formacién de microporos en la membrana del parasito produciendo
desequilibrio electrolitico e intoxicacion celular que mata al parasito. Bajo este contexto

inmunoldgico se puede explicar por qué las vacunas con parasitos vivos son las Unicas que
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han funcionado de manera aceptable hasta hoy en dia, son las Unicas capaces de activar de
forma sincronizada la respuesta inmune celular y humoral, en consecuencia, son capaces de
generar ADCC que muestra su mayor efecto en la destruccién de las células infestadas de
esquizontes (Dalloul y Lillehoj, 2006; Del Cacho et al., 2011, 2012). La vacunacion que es el
primer contacto con el pardsito induce la activacion de los LT CD4+ que por entorno se
polarizan con citocinas de perfil Thl (Dalloul y Lillehoj, 2006). En las fases posteriores de
reciclamiento de ooquistes vacunales se perfecciona la produccion de Abs y se activa la
ADCC (via CD8+). Las vacunas de ooquistes vivos requieren una multiplicacién y al menos
dos reciclajes posteriores para desarrollar un estado de inmunidad protectora eficaz
(esterilizante. En la practica las aves inmunizadas no son capaces de resistir una infeccion

severa por Eimeria hasta después de la 32 semana post-vacunacion (Juarez et al., 2007).

1.5.2 Respuesta Inmune Humoral

La infeccion por Eimeria desencadena la generacion de anticuerpos frente al parasito, sin
embargo, durante muchos afos se puso en duda la eficacia de estos anticuerpos frente a un
desafio con Eimeria. La concentracion de inmunoglobulinas anti-Eimeria comienza a
aumentar a lo largo de la primera semana post-infeccién, alcanza su maximo a la tercera
semana y se mantiene en meseta al menos durante dos meses (Guzman et al.,, 2003,
Constantinoiu et al., 2007; Constantinoiu et al., 2011; Juarez-Estrada et al., 2021b). En
mamiferos se observé que las IgG e IgA son capaces de disminuir la multiplicacion del
parasito, una vez que el isotipo IgG se une a los esporozoitos y merozoitos desencadena el
sistema del complemento produciendo la muerte del parasito (Rose et al., 1984). Debido a
gue los anticuerpos presentan una accion directa contra Eimeria (Rose y Long, 1971; Long y
Rose, 1972; Rose y Hesketh, 1987), se ideo utilizar la capacidad del huésped para poder
sintetizar anticuerpos contra el parasito por medio de generar una vacuna similar a las
empleadas exitosamente frente a virus y bacterias. Estas vacunas se basan en que los
anticuerpos generados por el hospedador bloguean los receptores de superficie que el
patégeno utiliza para penetrar en la célula blanco, sin embargo, debido a que no se conocian
los receptores especificos que el parasito emplea para identificar e infectar a su célula
huésped, se aislaron moléculas antigénicas de la superficie de esporozoitos y merozoitos y
se administraron como vacuna, sin embargo, biolégicamente e inmunolégicamente los
paréasitos del Phyllum Apicomplexa no son ni como virus ni como bacterias, por lo cual estas
vacunas inicialmente fracasaron. A partir de entonces una gran parte del esfuerzo de

investigacion en el Phyllum Apicomplexa se ha enfocado a estudiar las caracteristicas
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estructurales, morfologicas y gendmicas de las diferentes fases infectantes de este tipo de
parasitos con la finalidad de conocer la forma en que el parasito ingresa y se multiplica
dentro de la célula huésped. Por largo tiempo se penso6 que Unicamente la inmunidad celular
era la Unica capaza de ejercer un efecto protectivo efectivo contra Eimeria sp., sin embargo,
recientemente el papel de la inmunidad humoral en esta proteccion integral se ha revalorado,
por ejemplo, se ha evaluado ya el efecto protector contra Eimeria sp de la inmunidad pasiva
por medio de profilaxis en alimento o inmunoterapia per os de inmunoglobulinas IgY
provenientes de la yema de aves inmunizadas vs Eimeria sp (Lee et al., 2009ab, Xu et al.,
2013a, Juarez-Estrada et al., 2021b), sin embargo, alin se desconoce el mecanismo exacto
por el cual estos anticuerpos IgY protegen contra Eimeria sp.

1.5.3 Inmunidad pasiva en la coccidiosis aviar

El interés en la trasmisién pasiva de inmunidad se incrementé desde el trabajo de Rose
(1971) donde infecto pollos con ooquistes de E. maxima y después de 2-3 semanas obtuvo
el suero sanguineo que utilizo para inyectar a otros pollos susceptibles infectados con E.
maxima observando una reduccién <50% de OPGH en estas aves comparadas con las aves
control. Las especies de Eimeria antigénicamente son complejas a lo largo de todo su ciclo
de vida (Shirley et al., 2007, Constantinoiu et al., 2008; Reid et al., 2014), se ha indicado que
sus estadios de desarrollo endégeno mas tempranos son los mas importantes para la
induccién de respuestas inmuno-protectoras (McDonald et al, 1988). Sin embargo, otros
estadios del ciclo de vida que incluye a los estadios de reproduccién sexual que involucran
diferentes componentes de los gametocitos femeninos y masculinos han mostrado ser
inhibidos por la inmunidad protectora ligada a linfocitos T y B por medio de inmunidad pasiva
(Wallach et al.,, 1995, 2010; Jun et al.,, 2012; Wiedmer et al., 2017). La inducciéon de
transmision pasiva de inmunidad especifica por medio de la inmunizacién activa de las
madres es la base de accién de la Unica vacuna de tipo sub-unitario comercializada a la
fecha (CoxAbic®) (Abic Biological Laboratories, Israel), esta vacuna utiliza fracciones
moleculares del gametocito de E. maxima (Wallach, 1997; Wallach et al., 1995, 2008;
Ziomko et al., 2005), se encuentra compuesta con antigenos derivados de los cuerpos
formadores de la pared de los gametocitos de E. maxima (Belli et al, 2004, 2009; Sharman et
al., 2010), los cuales se purifican por afinidad y son inyectados intramuscularmente en las
aves reproductoras pesadas (Wallach et al., 2010). La accion principal de esta vacuna es por
medio de la activacion especifica de células B y células plasmaticas, los anticuerpos IgY

producidos por las células plasmaticas del ave pasan al embrion a través del saco vitelino, lo
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cual les confiere proteccion inmune pasiva parcial contra la infeccion con E. maxima, se ha
descrito que a diferencia de lo que ocurre in vivo con una infeccién activa por E. maxima, los
Abs generados también son capaces de proporcionar inmunidad cruzada contra algunas
especies heterélogas como E. acervulina y E. tenella (Wallach et al., 1995), aun cuando esta
inmunoproteccion cruzada no se observa durante una infeccién natural (Rose y Long, 1962).
La proteccidon inmune pasiva amortiza el desarrollo de inmunidad especifica adquirida a
través de una infeccion natural al mismo tiempo que ayuda a minimizar la severidad
patogénica de esta infeccion y permite a los pollitos madurar inmunolégicamente durante las
primeras semanas de vida al tener contacto con una pequefia cantidad de ooquistes
esporulados (n=50), lo cual contribuye a montar una mejor respuesta inmune sin deterioro de
la condicién de salud de las aves, la condicion clave aqui es que el reto coccidiano durante
esta etapa no sea muy elevado (Ziomko et al., 2005). Independiente a este tipo de trasmision
pasiva protectora de IgYs, durante mucho tiempo se considerd que Unicamente la respuesta
celular era importante en la proteccién contra coccidiosis, sin embargo, actualmente se esta
revalorizando el papel que tienen los anticuerpos per se en la proteccion especifica e integral
contra coccidia (Guzman et al, 2003; Lee et al, 2009ab; Wallach, 2010; Xu et al, 2013a;
Juéarez-Estrada et al., 2021a, 2021b). Al evaluar un producto anticoccidiano elaborado con
IgYs purificadas a partir de la yema de aves previamente inmunizadas contra E. maxima, E.
acervulina y E. tenella (Supracox® IASA Tehuacan, México) (SC) con la finalidad de verificar
si estos anticuerpos reconocian una estructura particular en los ooquistes infectantes de E.
tenella por medio de Western-blot, dot-blot y E.L.IS.A., Castell6 (2009) determino que las
proteinas lisadas y purificadas a partir de oocistos de E. tenella o el antigeno recombinante
EtMIC2 no eran reconocidos por los anticuerpos del SC. Al efectuar las pruebas de
reconocimiento in situ por medio de inmuno-histoquimica a través de la incubacion de Abs
policlonales de SC y un control de antisuero proveniente de aves previamente inmunizadas
contra E. maxima, E. acervulina y E. tenella con cortes histolégicos de tejido cecal
proveniente de aves infectadas con E. tenella, Castell6 (2009) determino una inmuno-
reaccion positiva ligeramente mayor a la tincién de fondo, tanto para las IgY del SC como
para el control sérico positivo, esto en comparacion a las muestras de sueros negativos, por
lo cual Castell6 (2009) sugiri6 que esta reactividad posiblemente estuvo asociada al
reconocimiento de algunos estadios sexuales de la coccidia (macrogametocito y oocisto
inmaduro). Con base a ello, Castell6 (2009) sugiri6 que las IgYs del SC pudieran estar
reconociendo proteinas presentes en estadios posteriores del ciclo de desarrollo de E.

tenella mas alla de las fases asexuales de multiplicacion (Constantinoiu et al, 2008). Sin
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embargo, aun no existe ningun tipo de investigacion que determine exactamente cémo por
medio de este reconocimiento u otro mecanismo inmunomediado, el SC con base a IgY
policlonales contra Eimeria sp protege a las aves contra un desafio patdégeno con ooquistes
de Eimeria sp (Lee et al, 2009a,b; Juarez.Estrada et al., 2021b), Tampoco se ha verificado si
las aves que reciben profilactica o terapéuticamente este producto en alimento, agua de
bebida o per os son capaces de desarrollar algun tipo de inmunidad especifica contra
Eimeria sp de forma complementaria a la proteccion inmune pasiva suministrada, antes,
durante y después del desafio con cepas heterélogas de Eimeria sp de alta patogenicidad
(Ziomko et al., 2005). Debido a que no existe un estudio publicado que contribuya a explicar
los mecanismos principales de como estas IgYs ejercen su efecto protector a nivel de tracto
digestivo, se requiere de una aproximacion novedosa que considere la relacion de proteccion

inmune innata o adaptativa a nivel intestinal ante una infeccién severa con Eimeria sp.

1.6 Vacunacién

Desde que Louis Pasteur en Francia sent6 las bases de la vacunacién moderna vacunando
gallinas contra el cdlera aviar, no se ha creado un método de prevencion de patégenos mas
exitoso que el uso de vacunas. Esta practica tiene mayor relevancia cuando no es posible
establecer métodos de contencién y cercos sanitarios, asi como cuando los métodos
terapéuticos son poco eficientes (Rappuoli et al, 2002). El fundamento de la vacunacién es
la exposicién controlada de los individuos a formas no patdégenas o de patogenicidad
reducida de un agente infeccioso que permite desarrollar inmunidad protectora ante una
posible exposicion futura a formas mas patdgenas de la enfermedad (Rappuoli et al, 2002).
Las vacunas veterinarias disponibles de forma comercial consisten regularmente en un
extracto o parte de un patégeno muerto (vacunas inactivas), o bien, un agente patégeno
completo al cual se le ha reducido o eliminado su patogenicidad (vacunas atenuadas).
Fundamentalmente, se busca que las vacunas estén compuestas por componentes
antigénicos naturales del patégeno (nativos) y que éstos a su vez sean inocuos para el
huésped, se trata de lograr una replicacion del tipo de inmunidad desencadenada bajo
condiciones de infeccién natural, pero sin los efectos patoldgicos de la misma (Richie, 2006;
Shirley et al., 2007; Brun et al., 2011). De forma general este ha sido un enfoque exitoso, sin
embargo, muchas veces el nivel o tipo de inmunidad desencadenada por este tipo de
inmunégenos no siempre es la O6ptima (Finlay y McFadden, 2006). Una limitante de las
vacunas tradicionales, tanto inactivadas como atenuadas, es que parte del material presente

en la vacuna puede no ser inmunogénico o bien puede desarrollar efectos secundarios
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nocivos para el huésped, ya que pueden contener componentes del patdégeno que
disminuyen o abaten la respuesta inmune del mismo, provocan fiebre o bien pueden
favorecer de algin modo una infeccidn exacerbada e incluso favorecer la replicacion del
mismo agente patdgeno o de otro tipo de agentes oportunistas facultativos (Hornef et al.,
2002; Hilleman 2004).

1.6.1 Vacunacion contra la coccidiosis aviar

La gran diversidad biol6gica entre las especies de Eimeria ayuda al diagnostico e
identificacion del parasito, sin embargo, dificulta el desarrollo de vacunas, debido a que
existe una gran variabilidad antigénica entre las diferentes especies, ademds, existe
documentada poca o nula inmunidad cruzada entre las mismas, por lo cual, en una vacuna
contra coccidiosis aviar es necesario incluir todas las especies de Eimeria. Adicionalmente,
la memoria inmunolégica se pierde si el huésped no mantiene un contacto constante con el
parasito (para inmunidad), ain con estas dificultades, cientificamente se mantiene la
expectativa de poder desarrollar una vacuna efectiva, ya que las aves que sobreviven a una
infeccién con Eimeria desarrollan un estado de inmunoproteccién estable, duradero y eficaz.
La primer vacuna contra Eimeria sp aviar (DM®; Dorn and Mitchell Inc. U.S.A.) fue introducida
al mercado en 1952, esta contenia solo oocistos vivos de E. tenella directos de campo
(Williams, 2002a,b). Posteriormente se le agregaron tres especies mas de Eimeria y la
vacuna se comercializo en U.S.A., como Coxine® y en Europa como Cocci Vac® (Williams,
2002a,b). La capacidad de las vacunas con ooquistes vivos de campo para inducir
respuestas protectivas fuertes ha contribuido a que Cocci Vac® y otros productos similares
como Immucox® (Vetech Laboratories, Guelph, Canada) (Danforth, 1998) o Nobilis Cox
ATM® (MSD, New Yersey, USA) (Juarez et al, 2003), permanezcan en el mercado actual. La
aplicacion oOptima de vacunas con coccidias vivas virulentas debe efectuarse de forma
uniforme y completa por medio de una minima exposicion en todo el grupo de aves (Shirley
et al, 2005), ya que cualquier exposicion irregular puede incrementar la replicacion
incontrolada del parésito y aumentar el riesgo de una presentacion clinica en las aves sub-
expuestas afectando los parametros productivos de la parvada. Por lo cual se han
investigado diferentes sistemas de administracion y estrategias de dosificacién (Danforth,
1998; Chapman et al, 2002; Davila et al, 2003; Juarez et al, 2007; Jenkins et al, 2012). El uso
de coccidias atenuadas ofrece un tipo de vacunacién mas seguro, la atenuacion a través de
la seleccibn de cepas de Eimeria precoces que muestran una capacidad reproductiva

reducida y baja patogenicidad se ha convertido actualmente en la opcion preferida (Jeffers,
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1975; McDonald y Blallingall, 1983; McDonald et al., 1987; Kawasoe et al., 2005; Jorgensen
et al., 2006). Los parasitos obtenidos por seleccién con base a la precocidad de su ciclo de
prepatencia se caracterizan por generaciones mas rapidas debido a la reduccion o pérdida
completa de una o mas fases de su multiplicaciébn asexual (Jeffers, 1975; McDonald y
Blallingall, 1983). Aunque el proceso de atenuacion reduce la tasa de eliminacion de
ooquistes entre 70 y 95% (comparado con la cepa parental no atenuada) (Shirley et al, 2005)
la inmunidad analoga a la cepa parental virulenta se mantiene (Shirley y Millard, 1986;
McDonald et al, 1986; Jorgensen et al, 2006), sin embargo, recientemente se ha probado
gue la inmunogenicidad puede variar entre dos cepas de la misma especie (Kawazoe et al,
2005; Constantinoiu et al, 2011). Dentro de las estrategias de vacunacion efectiva se han
evaluado también cepas de Eimeria sp atenuadas tolerantes a la presencia de antibioticos
ionéforos con la finalidad de proteger especificamente a los pollitos jovenes precisamente
cuando son mas susceptibles a este patogeno (1-21 dias) (Lillehoj, 1988). Un objetivo de la
vacunacion en campo es inducir una proteccién completa utilizando la vacuna atenuada junto
con el antibiético iondéforo, el cual impide el ingreso a las granjas de cepas virulentas de
campo susceptibles a este farmaco mientras la inmunidad producida por las cepas
atenuadas se desarrolla durante este periodo critico de madurez inmunoldgica (Li et al, 2004,
2005). Aungue es una estrategia novedosa, aln debe evaluarse exhaustivamente con la
finalidad de verificar el grado de seguridad brindado en comparacién a las vacunas vivas
virulentas, pero que son aun susceptibles a la mayoria de agentes anticcocidianos. Los
requerimientos de prevencién de la coccidiosis en las aves reproductoras pesadas, gallinas
de reemplazo criadas en piso y el pollo de engorda son diferentes y reflejan el valor
individual de las aves y el tiempo requerido para su crianza y desarrollo. Las vacunas vivas
salvajes y atenuadas se han introducido rapidamente al mercado, estas vacunas incluyen
formulaciones ajustadas para cubrir el perfil epidemiolégico de cada sector de la industria
avicola, por ejemplo, la formulacién con 4 a 8 especies/cepas cubre las necesidades de
proteccion en las aves reproductoras pesadas/pollonas, y de 3 a 5 especies/cepas en el pollo
de engorda (Shirley et al, 2007). La inclusion de dos cepas de E. maxima en algunas
vacunas comerciales (Paracox®, Nobilis Cox ATM®) ayuda a solventar la variabilidad
antigénica de esta especie y amplia su espectro protector (Rose y Hesketh, 1976; Long y
Millard, 1979; Martin et al, 1997; Juarez et al, 2007). Esta amplia diversidad antigénica en E.
maxima ha conducido al desarrollo de alternativas regionales en otras partes del mundo
(China, Australia, etc.) aunque no en México. Aunque las vacunas comerciales de coccidia

en México involucran aproximadamente 7 diferentes lineas de ooquistes vivos y han
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resultado ser relativamente exitosas, incluyendo las que utilizan métodos de administracion
masivos como la aplicacién in ovo (Inovocox®, Embrex, USA) (Lee et al, 2010), el costo de su
produccién y venta resultan ser caros, adicionalmente, el porcentaje de esporulaciéon de los
ooquistes vacunales muestra amplia variabilidad entre lotes, la viabilidad de los oocistos se
ve también comprometida debido a que los ooquistes vacunales tienen que estar
suspendidos en medio liquido por lo cual su vida de anaquel es relativamente corta, lo cual
causa una caida en su infectividad, por lo cual la efectividad para inducir una adecuada
respuesta inmune post-vacunal se encuentra limitada a solo unos cuantos meses de
almacenamiento. A nivel de granja es necesario que las condiciones de la cama favorezcan
la esporulacién de los ooquistes vacunales y que las aves puedan ingerirlos. Hasta ahora no
se sabe cuanto dura la memoria inmunolégica adquirida mediante este tipo de vacunas,
aungue existen evidencias de que esta se pierde si el animal no tiene contacto constante con
el parasito durante 3-4 semanas, por lo cual, a pesar de su eficacia, es evidente que las
vacunas formuladas con parasitos vivos presentan aun serios problemas. Para prevenir
eficientemente los brotes clinicos ocasionados por Eimeria se requiere el desarrollo de un
inmundégeno que sea efectivo, econdmicamente viable y que no tenga la serie de
desventajas enumeradas anteriormente para las vacunas vivas. Aunque en las tres especies
de Eimeria mas estudiadas se ha mostrado que algunas estructuras antigénicas se
conservan a lo largo de todo el ciclo de vida del parasito (Reid et al, 2014; Liu et al, 2017),
las implicaciones de transcriptémica y protedmica para el desarrollo potencial de candidatos
vacunales efectivos de tercera generacion aln se encuentra en investigacion (Belli et al,
2009, Blake et al, 2017, 2020a, 2021b; Liu et al, 2017, 2020; Venkatas y Adeleke, 2019).

1.6.2 Vacunas subunitarias contra coccidia

La idea de fabricar vacunas subunitarias contra coccidia se generé en los afios 70’s con la
descripcion del complejo apical. EI complejo apical es la estructura especializada que utilizan
los zoitos de los miembros del phyllum Apicomplexa para adherirse, formar la MJ,
desplazarse sobre la célula huésped y generar la PV. Inicialmente se aislaron proteinas
especificas del complejo apical y se emplearon para inmunizar a las aves, este tipo de
inmundgenos conocidos como vacunas subunitarias tenian la finalidad de que los
anticuerpos producidos impidieran un correcto funcionamiento de este complejo durante la
invasion, sin embargo, los resultados mostraron que la fuerza del ciclo de vida coccidial no
es tan facil de vencer y que el conocimiento del tipo de inmunidad 100% efectiva contra

coccidia aun no estaba vigente. Una nueva propuesta para el disefio de vacunas
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subunitarias efectivas es utilizar solo uno o unos cuantos componentes antigénicos del
agente patdgeno que sean altamente efectivos para generar una respuesta inmune de
ADCC que es el tipo de inmunidad buscada (Dalloul y Lillehoj, 2006). Las vacunas
subunitarias se basan en el hecho de que solo uno o algunos pocos antigenos o fracciones
del patdgeno son suficientes para inducir una respuesta protectora (Brun et al, 2011). En las
vacunas tradicionales pueden estar presentes toxinas o moléculas inmunomoduladoras
propias del patégeno que este utiliza para atenuar o controlar la respuesta inmune del
huésped (Frolich et al., 2012). Las vacunas subunitarias, a diferencia de las vacunas
tradicionales, tienen la ventaja de que estan desprovistas de una mezcla compleja de
compuestos del patégeno que podrian inducir una respuesta adversa (Hornef et al., 2002;
Hilleman 2004). Durante mucho tiempo se abandono el enfoque de desarrollar vacunas
subunitarias, soslayando el hecho de considerar si en los intentos realizados (Danforth,
1983) se habia elegido bien a las proteinas de las fases parasitarias de Eimeria usadas para
elaborar estas vacunas. Wallach et al (1995) selecciono a los macrogametos como base
para la generacion de una nueva vacuna subunitaria, usando cromatografia de afinidad
aislaron proteinas sintetizadas por el parasito para generar la pared de los ooquistes y las
emplearon como antigenos. Esta vacuna se ha utilizado ya en mas de 500 millones de pollos
y se ha verificado que los anticuerpos producen una disminucién significativa en la
eliminacion de los ooquistes (Sharman et al., 2010). Los anticuerpos generados alteran la
formacion de la pared del ooquiste y se provoca asi el fracaso en el desarrollo del cigoto. El
éxito en la aplicacioén directa ha sido parcial, reduce la produccién de ooquistes entre el 58 y
98% (Wallach et al, 2008), sin embargo, la inmunidad generada es mas de tipo humoral que
celular, los creadores propusieron hacer de este aparente defecto una virtud y sugirieron
entonces inmunizar a las madres con la finalidad de beneficiar a la progenie, ya que como la
inmunidad producida por la vacuna no era completa los pollitos nacian con anticuerpos
maternos que los protegian parcialmente en el periodo que son mas susceptibles a la
enfermedad mientras generaban su propia inmunidad sin experimentar un proceso clinico de
coccidiosis (Ziomko et al., 2005). Esta es una estrategia de inmunizacion novedosa y
prometedora, sin embargo, aun requiere evaluarse en diferentes sistemas de produccion
para saber cuanto tiempo se mantiene de manera eficaz esta inmunidad conferida por los
anticuerpos maternos especificos. Ademas de generar una vacuna recombinante efectiva
con base a los antigenos principales que contiene esta vacuna (Gam56, Gam82 y Gam230)
(Xu et al., 2013b, Wiedmer et al., 2017), ya que el costo de su fabricacion a partir de

subunidades nativas es extremadamente caro, tardado y dificil. Esto constituye una nuena
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perspectiva para el estudio de antigenos recombinantes tipo linfocitos B. Uno de los objetivos
ideales de la inmunizacién contra Eimeria es poder desencadenar el mecanismo de ADCC
con una vacuna y un método que de manera sincronizada genere una respuesta celular y
humoral al mismo tiempo, y que evite los problemas de introducir a las granjas parasitos
Vivos 0 de especies que no existen alli previamente (Juarez et al., 2007). Por lo cual se ha
propuesto el uso de antigenos especificos que sean capaces de estimular los dos tipos de
presentacion de antigeno (MHC-I, MHC-II). Estos antigenos propuestos regularmente son
proteinas que se han aislado a partir de Sz, Mz, Macrogamonte y cuerpos formadores de la
pared del ooquiste | y Il, o bien, antigenos sintéticos obtenidos por medio de biologia
molecular (Song et al, 2015; Blake et al., 2017). La respuesta inmune celular inducida por
estos antigenos es mediada por LT CD4+ y LT CD8+, que después de la inmunizacion
inducen activacion celular que es cuantificable por IFN-Y (Juérez et al, 1999; Zhang et al,
2012, 2016). Su uso parece muy adecuado para la activacion celular, pero en la realidad solo
se consigue una reduccion de lesiones intestinales menor al 50%, o incluso no las reducen
(Shi et al, 2014). Los resultados obtenidos con este tipo de vacunas que activan la respuesta
inmune celular deben ser mejorados antes de utilizarlas en las granjas de pollo de engorda,
ya que si las aves vacunadas se infectan con Eimeria las pérdidas pueden ser catastréficas.
Una posible solucién para mejorar la induccion de una adecuada protecciéon inmune en las
aves vacunadas puede ser la union de los antigenos a adyuvantes que sean capaces de
estimular no solo la respuesta inmune celular, sino que también induzcan la respuesta
humoral (Song et al., 2015).

1.6.3 Vacunacidn génica en el phyllum Apicomplexa (Eimeria sp)

En afios recientes se ha utilizado ampliamente la inmunizacién con ADN proveniente de
diversos agentes patdgenos que afectan al hombre, a las aves y diferentes animales de
produccion y compafia (Song et al, 2001; Cong et al, 2014). Los plasmidos son cadenas
circulares de ADN que no se integran al genoma del huésped, sin embargo, pueden inducir
la sintesis de proteinas de manera independiente a los mecanismos de sintesis proteica del
hospedador. Los plasmidos que se han utilizado en la inmunizaciéon experimental contra
miembros del phyllum Apicomplexa son fracciones de ADN recombinante que se crean en el
laboratorio utilizando secuencias especificas de ADN de alguna fraccibn antigénica
identificada (ejem. By reverse engineering, in silico analyses) o bien de un péptido del
parasito (Talaat y Stemke-Hale, 2005; Costa et al., 2014; Gonzalez-Mora et al., 2021). La

idea es que los vectores de ADN parasitario se introduzcan a las células del huésped para
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gue estas sinteticen proteinas del parasito, las cuales al ser procesadas y reconocidas como
extrafias (MHC-I) desencadenen la respuesta inmune celular y humoral (Tang et al, 1992).
La gran ventaja de las vacunas con base a plasmidos, y en general de las vacunas que
utilizan secuencias recombinantes de ADN, es que las células transfectadas sintetizan
proteinas del parasito, que ademas de liberarlas al espacio intercelular donde pueden ser
procesadas por las CPA profesionales en un contexto de MHC-II, estas mismas células
transfectadas también pueden presentar estos péptidos ligados al MHC-I, asi, las moléculas
expulsadas al exterior de la célula huésped desencadenan la sintesis de anticuerpos por
medio de la activacion de las CPA, mientras que las moléculas presentadas en el contexto
de MHC-I desencadenan la citotoxicidad celular mediada directamente por LT CD8+ e
incluso por LT NK (Davidson et al., 2008; Frolich et al.,, 2012). La combinacion de la
presencia de anticuerpos especificos y la activacion de las poblaciones celulares citotoxicas
dispara el mecanismo de ADCC que determina, en gran medida, el éxito o fracaso de este
tipo de vacunas, de forma general se ha observado que la proteccion conferida por estas
vacunas es del 68% (Song et al, 2001). Sin embargo, aln presentan algunos problemas
técnicos importantes, por ejemplo, las células transfectadas no sobreviven mas de un mes, el
porcentaje de transfeccion puede ser bajo, no todas las células transfectadas inducen
inmunidad, se han descrito algunos casos de autoinmunidad en individuos vacunados; otro
problema que no es técnico pero quiza el mas importante, es el relacionado a determinar si
el consumidor aceptaria un pollo genéticamente modificado, ya que como consecuencia de
esta metodologia de vacunacién se obtienen pollos que transportan en sus células
secuencias de ADN producidas a partir del material genético de un agente extrafio como
Eimeria sp, por lo cual se puede considerar que son OGMs. Bajo este contexto se explor6 la
posibilidad de introducir secuencias de ADN propias de los animales que van a recibir la
vacuna, por lo cual se propuso inyectar un antigeno del parasito para generar una respuesta
inmune humoral (LT CD4+ Th1l) e introducir un plasmido que codificara la expresion de los
genes de algunas de las citocinas implicadas en la respuesta inmune celular (Song et al,
2015). Durante afos el equipo de la Doctora Hyun Lillehoj mapeo el ADN del pollo hasta
encontrar secuencias de tipo ortdlogo (la mayoria de ellas) que codifican las citocinas mas
importantes en la respuesta inmune frente a Eimeria (Proinflam: IFN-Y IL-1B, IL-17, TNF-LF,
IL-6, IL-8, IL-18; T-cell dif: IL-2; Tcell reg: IL-4, IL-10; Anti-Inflam: TGF-B; T-cell regul: IL-
12/I1L-15). Con la finalidad de que las aves desarrollaran un estado protectivo frente a
Eimeria desde la primera semana de vida, estos investigadores propusieron la vacunacion in

ovo con una proteina recombinante de E. tenella (EtMIC2) (Ding et al, 2005), las aves
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vacunadas mediante la administracion simultanea de antigenos y plasmidos, mostraron una
disminucion en la eliminacion de ooquistes del 66%, ademas de exhibir mejores indices
productivos que los controles positivos, como trabajo experimental es impecable, sin
embargo, en la practica, este método tiene un gran costo econdémico y los resultados adn no
justifican el precio de la vacuna. Adicionalmente, la mayor parte de los inmundgenos
recombinantes disefiados hasta ahora contra la coccidiosis aviar no han logrado aun los
perfiles de induccion inmunoprotecttores analogos a los generados con cepas vacunales de
Eimeria sp virulentas o atenuadas (Crane et al, 1991; Shirley et al, 2005; Shi et al, 2014,
Shivaramaiah et al., 2010; Blake et al., 2017). Las estrategias para la produccion de vacunas
recombinantes efectivas que no requieran de pasajes del parasito in vivo alin permanecen
evasivas, esto se magnifica por el hecho de no conocer aun el antigeno o los antigenos
especificos que induzcan una respuesta inmune protectora completa (esterilizante) analoga
a la producida por las cepas vacunales vivas o por proteinas de los esporozoitos completos
administrados de forma Sc (Murray y Galuska et al. 1987; Juarez-Estrada et al., 2021a). Un
desafio particular en este campo es que el genoma de protozoarios como Eimeria (Novaes et
al., 2012; Reid et al.,, 2014; Blake et al., 2015), y otros del tipo metazoario e incluso de
algunos MO complejos cuentan con miles de genes que generacion tras generaciéon pueden
recombinarse entre si, ademas una gran proporcién en la expresién de sus proteinas
estructurales y esenciales para la invasiébn a las células huésped son genéticamente
polimérficas (Blake et al.,, 2015), por lo cual, los organismos con este tipo de genoma
representan un gran desafio ante la enorme cantidad probable de mezclas complejas de
antigenos inmunorreactivos e inmunoprotectores potenciales. La dificultad de identificar los
antigenos inmunogénicos y protectores relevantes dentro de esta gran cantidad de mezclas
ha impedido el progreso hacia el desarrollo de vacunas con disefio de ingenieria genética
tipo ADN recombinante, subunitarias y vectorizadas que sean efectivas contra las especies
de parasitos importantes Apicomplexa como Toxoplasma, Plasmodium, Neospora, Babesia,
Cyclospora, Leishmania, Theileria, Criptosporidium, Trypanosoma y por supuesto Eimeria.
Un factor clave que ha limitado la identificacién de candidatos vacunales putativos efectivos
ha sido la dificultad técnica de diferenciar apropiadamente entre los genes que codifican las
moléculas inmunogénicas que estimulan solo la respuesta inmune pero no son
inmunoprotectoras y aquellos genes que codifican las moléculas inmunogénicas que si
inducen una respuesta inmune protectora (Melby et al, 2001; Crowe et al, 2006; Cong et al,
2014, Song et al, 2015, Zhai et al, 2016; Blake et al, 2015, 2017). Se debe considerar

también que muchos ensayos de protedmica, microarreglos, inserciones, analisis in silico y
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bioinformatica que buscan identificar antigenos inmunoprotectores en este tipo de parasitos
regularmente no incluyen como criterio de seleccién la proteccién inmune in vivo (Prudencio,
et al., 2009; Denisova et al., 2009). Al analizar una mezcla de muestras de candidatos
antigénicos de un protozoario (Leishmania major) con la finalidad de identificar la fraccion
capaz de estimular una respuesta inmune protectora completa (esterilizante) Stober et al
(2006) no lograron identificar de manera efectiva los antigenos protectores, esto aun en
presencia de antigenos exacerbatorios. Sin embargo, estudios recientes han mostrado
niveles de proteccion parcial prometedores contra Eimeria sp y otros protozoarios como
Toxoplasma sp, y Plasmodium sp, utilizando en forma conjunta algunos adyuvantes
inmunoldgicos junto a antigenos recombinantes especificos de inmunidad humoral (IL-2.
IFNY, MAbs agonistas anti CD40 de pollo), fracciones de bacterias (flagelina) y vehiculos
dendriticos y exosomas sanguineos périfericos de inmunidad celular (Kim et al, 1989; Bhogal
et al, 1992; Wu et al, 2004; Ding et al, 2004; Dalloul et al, 2005; Del Cacho et al, 2011, 2012,
2016; Shah et al, 2010, Cong et al, 2014; Song et al, 2015, Chou et al, 2016), lo que
constituye una nueva perspectiva para poder incrementar y eficientizar la inmunidad contra
este tipo de protozoarios. Después de analizar los resultados de los estudios de
inmunoprofilaxis de Lee et al (2009a,b) y Xu et al (2013a) donde utilizaron inmunoglobulinas
policlonales IgY anti-Eimeria sp provenientes de la yema de huevo de gallinas
hiperinmunizadas in vivo, adicional a lo observado por diferentes investigadores utilizando
anticuerpos monoclonales, fracciones recombinantes scFv anti-E. tenella y fragmentos
conservados de los cuerpos formadores de la pared de los gametocitos | y Il (Wallach et al.,
1995, 2008; Ziomko et al., 2005; Sasai et al., 2008; Kriicken et al., 2008; Abi-Ghanem et al.,
2008; Belli et al., 2009; Khalafalla y Daugschies, 2010a; Wiedmer et al, 2017; Rafigi et al.,
2019), es evidente que existen numerosos componentes de un complejo antigénico en las
diferentes especies de Eimeria que son capaces de estimular respuestas inmunes celulares
especificas por parte de LT y LB hacia los diferentes estadios de vida de Eimeria, lo que
muestra una reaccion cruzada entre estructuras del mismo parasito, entre especies e incluso
contra otros géneros del mismo orden (Lillehoj y Trout, 1996; Prowse, 1991; Tomley, 1994;
Breed et al., 1999; Michael, 2002; Constantinoiu et al, 2003. 2008, 2011; Matsubayashi et al,
2005; Kricken et al, 2008, Liu et al, 2017, Liu et al., 2020a). Sin embargo, la naturaleza
especie-especifica de la inmunidad adquirida a través de la infeccién natural con Eimeria
sugiere que tal reactividad antigénica cruzada no siempre resulta ser efectivamente
protectora. Hasta la fecha se han investigado diferentes antigenos derivados de estructuras

de los diferentes estadios de vida de los protozoarios del phyllum Apicomplexa como
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candidatos vacunales obtenidos a través de ingenieria genética (Blake et al, 2017). Este tipo
de inmundgenos han empleado proteinas basadas en antigenos de superficie o de érganos
internos del esporozoito y merozoitos asociados a la invasibn como las micronemas, roptrias,
y granulos densos (proteinas refractiles), debido principalmente a que estas dos fases del
ciclo de vida de Eimeria sp constituyen los principales zoitos maoviles e invasivos de Eimeria
sp (McDonald et al., 1988; Blake et al., 2017). En el caso de E. tenella se han evaluado
vacunas producidas a través de la insercion de genes codificantes de proteinas que son
capaces de estimular una respuesta inmune especifica, para lo cual se han utilizado
secuencias de proteinas de ADN recombinante inserto en plasmidos, proteinas per se y en
vectores subunitarios. Los genes codificantes de E. tenella ya evaluados incluyen el antigeno
de membrana apical | (AMA-I) (Pastor-Fernandez et al., 2018), proteina mapeada inmune- 1
(IMP-1) (Yin et al., 2013; Kundu et al., 2017), proteina micronemal 1 (MIC1) (Sathish et al.,
2012; Chen et al., 2015), proteina micronemal 2 (MIC2) (Ding et al., 2005; Dalloul et al.,
2005; Sathish et al., 2012; Sun et al., 2014; Liu et al, 2020b), proteina micronemal 3 (MIC3)
(Lai et al., 2011; Li et al., 2020; Chen et al., 2021), profilin (3-1E) (Jang et al., 2011; Tang et
al., 2018; Li et al., 2020), proteina similar a romboide (Liu et al., 2013), SO7 (Kopko et al.,
2000; Klotz et al., 2007; Song et al., 2015; Rafigi et al., 2018), TA4/SAG1 (Xu et al., 2008;
Song et al., 2017; Huang et al., 2021), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
(Tian et al., 2017), antigeno 14-3-3 (Liu et al., 2018), antigeno de superficie 16, antigeno de
superficie 22 (SAG 16, SAG 22) (Zhao et al., 2021a) y antigeno del gametocito 22
(EtGAM22) (Rafigi et al., 2019). Estos antigenos de Eimeria han sido identificados como
candidatos vacunales potenciales basandose en las interacciones que muestran durante la
invasion y replicacion del parasito en las células huésped, ademas de considerar su
inmunogenicidad e inmunoproteccién (Del Cacho et al, 2012; 2016; Song et al, 2015; Blake
et al., 2017; Venkatas y Adeleke, 2019), sin embargo, un hecho es que actualmente ninguna
de estas vacunas ha llegado al mercado (Blake et al, 2017). Estudios recientes se han
enfocado a la evaluacion de nuevos antigenos identificados en E. tenella como EF-1/2, UCE,
GAPDH, SAG1/10/16/22, MIC2/3/5/7, Gam22/230, 3-1E, EF-1a con resultados variables
(Venkatas y Adeleke, 2019; Liu et al., 2019; Li et al, 2020). Debido a que ya se ha descrito el
genoma completo de E. tenella (Novaes et al., 2012; Reid et al, 2014), algunos autores con
base a secuencias operativas han identificado algunas proteinas de funcion desconocida o
anotadas como hipotéticas conservadas, estas han sido recombinadas en vectores ad hoc y
evaluadas in vivo mostrando proteccion parcial en pruebas de inmunizacion/desafio (Zhai et

al., 2016; Zhao et al., 2021b). Sin embargo, debido a que actualmente son pocos los
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antigenos protectores efectivos de E. tenella que se han identificados, y como aln no existe
una vacuna 100% efectiva y escalable a producciéon industrial que sea apta para su
aplicacion masiva en la avicultura comercial, es urgente identificar nuevos antigenos
inmunodominantes e inmunoprotectores de E. tenella para el 6ptimo desarrollo de vacunas
anticoccidiales de tercera generacion. Se ha observado que la identificacion de genes
inmunoprotectores por medio de la inmunizacién de bibliotecas de expresién (ELI) es una
herramienta valiosa para el desarrollo de nuevas vacunas (Talaat y Stemke-Hale, 2005;
Whitlock et al., 2011; Yang et al., 2017), una técnica similar como lo es Phage display ofrece
una oportunidad para lograr la consecucién de este mismo objetivo, el uso de Phage display

para este fin aun no se encuentra descrito en ninguna parte.

1.6.4 Vacunas subunitarias basadas en epitopos recombinantes

Un desarrollo adicional a las vacunas subunitarias son las vacunas basadas en epitopos, los
cuales representan pequefios segmentos del antigeno (Geysen et al, 1986; Adda et al.,
1999, 2002; Sette y Fikes, 2003). Un epitopo o determinante antigénico puede consistir de
unos pocos aminodcidos, es la porcion de una macromolécula o dominio que es reconocido
por el sistema inmunitario, especificamente la secuencia especifica a la que se unen las
regiones variables y de reconocimiento de los anticuerpos (CDR), receptores de células B o
células T (MHC y TCR). Los epitopos se dividen en conformacionales y lineales, esta division
se ha hecho con base a sus estructuras e interaccibn con los paratopos de las
inmunoglobulinas. Un epitopo conformacional esta compuesto de secciones discontinuas de
una secuencia especifica de aminoacidos del antigeno. Estos epitopos interactian con el
paratopo basado en la forma y superficie tridimensional o en la estructura terciaria del
antigeno. En cambio, la interaccion de los epitopos lineales con el paratopo esta basado
principalmente en su conformacién primaria (Adda et al., 2002; Abbas et al., 2012). Un
principio basico en el desarrollo de vacunas basadas en epitopos es que, en ciertos casos, la
respuesta inmune inducida por el inmunégeno de forma natural no es la 6ptima y esta puede
mejorarse con la adicién de adyuvantes (Pourfajar et al., 2019). Una opcion novedosa es
agregar componentes que participan en la induccién de la respuesta inmune como IL-2,
IFNY (Song et al, 2015), ademas de adyuvantes novedosos como el anti CD40 que por via
parenteral inducen homing inmunolégico hacia mucosas (Shivaramaiah et al., 2010; Chen et
al., 2012; Chou et al, 2016). Un fago inmunorreactivo puede ser una vacuna de epitopo

recombinante per se (Paschle, 2006; Hess y Jewell, 2019; Pourfajar et al., 2019).
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1.7 Mecanismos de patogenicidad: Epitopos de antigenos criticos, identificacion y
caracterizacion

Un factor critico para el desarrollo de vacunas subunitarias es, precisamente, la identificacion
de epitopos inmunoprotectores y los genes que los codifican, ya que en la practica existe
dificultad para identificarlos, producirlos y purificarlos. Un reto constante es determinar si
después de un arduo trabajo un inmunégeno con base a epitopos es apto para utilizarse
como vacuna. Es decir, los epitopos deben ser altamente reactivos e inducir una respuesta
inmunodominante (ejem. El antigeno SAPA de 12 aa constituye una unidad en tandem en el
extremo C- terminal de TcTS, es un Ag inmunodominante durante la infeccion con
Trypanosoma cruzi) (Tonelli, et al., 2013) pero también inmunoprotectora (ejem. GAM 56,
GAM 82 y GAM 230 de E. maxima) (Sharman et al., 2010; Jun et al., 2012; Xu et al., 2013b).
Parece ser que las respuestas inmunes naturales no reconocen todos los epitopos
potenciales, se ha observado que se enfocan a unos pocos epitopos (o0 en algunos casos a
uno solo) (discriminacién inmunolégica) (Prudencio et al., 2010; Costa et al., 2014). Ademas,
no todas las respuestas inmunes generadas contra los Ags de un patégeno conducen a una
proteccién posterior 0 a la completa eliminacion del patégeno (inmunidad esterilizante), por lo
cual es importante conocer cuales son los epitopos- clave que potencialmente podrian
generar una resistencia al 100% contra un desafio con el patégeno de campo (wild-type).
Los anticuerpos son una linea de defensa muy efectiva en la prevencién de agentes
infecciosos. Los Abs neutralizantes, tienen la capacidad de interceptar al agente infeccioso
antes de que se unan a su célula blanco y de esta forma lo inactivan (Davidson et al., 2008;
Gadde et al., 2015). Estos anticuerpos van dirigidos contra un epitopo especifico, el cual es
una region vulnerable del patdgeno, importante para sus funciones de adhesion, invasion y
multiplicacién en la célula huésped. Si se pudieran identificar, seleccionar y escalar la
produccion de este epitopo o epitopos como inmundgeno, este desencadenaria una
respuesta inmune similar a la generada bajo condiciones naturales donde regularmente se
generan este tipo de anticuerpos neutralizantes. Este tipo de inmundgeno tendria que ser
una vacuna basada principalmente en epitopos reconocidos por células B maduras o células
T CD8+, y su implementacion requiere de la capacidad de rastrear e identificar el anticuerpo
complementario o la fraccibn TCR estimulada al contacto con el epitopo correspondiente
(Adda et al.,, 2002; Turunen et al., 2009); esta estrategia basada en un enfoque de
inmunologia molecular reversa, subyace indirectamente en el principio inmunolégico de la
seleccién clonal y la maduracion inmunoldgica de los paratopos de anticuerpos por afinidad y

constituye el fundamento para el disefio racional de una vacuna basada en epitopos- clave
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(Adda et al, 2002; Sette y Fikes, 2003; Davidson et al., 2008). Los agentes patégenos son el
resultado de un largo historial de coevolucion con los receptores membranales de activacion
e inhibicién de la regulacion inmune celular de sus huéspedes. De esta forma, los patégenos
han desarrollado diferentes mecanismos de regulacién genémica que permiten la evasion
inmune facilitando su enmascaramiento, replicacion y permanencia en el huésped (Barclay y
Hatherley, 2008; Frolich et al., 2012). Muchos de estos Ags se han seleccionado para poder
ocultarse del sistema de reconocimiento inmune del huésped (ejemp. Babesia expresa
moléculas en la superficie del eritrocito invadido que favorecen la union de los Abs del
huésped por la fraccion Fc ocultando de esta forma su presencia; Plasmodium induce la
formacion de complejos de rosetas intravasculares, Trypanosoma infecta de forma crénica a
través de la mediacion inmune del TNF-B, al igual que Toxoplasma que mediante la
manipulacion de NF-kB inhibe temporalmente la apoptosis) (Frélich et al., 2012; Tonelli et al,
2013). Es probable que aquellas estructuras del patégeno (Ags) que poseen funciones
vitales y criticas durante la patogenia y supervivencia sean las que estan bajo una mayor
presion de seleccién con la finalidad de reducir su inmunogenicidad y facilitar asi el proceso
de invasion y replicacién del agente patdgeno. Es factible también que aquellos Ags ocultos
al sistema inmune de los huéspedes y que son vitales para la invasién y replicacion de estos
agentes patdgenos (ejem. CD200R del virus del sarcoma de Kaposi), puedan ser
reconocidos por el sistema inmune de especies que no son huéspedes naturales del
patdgeno y que se encuentran filogenéticamente distantes a este, esta especie de clado
(TAXA) diferente reaccionaria a ellos generando un reconocimiento de epitopos- clave que
muestren una respuesta inmune celular y humoral de mayor magnitud y amplitud (Talebi y
Mulcahy, 1995; Talebi, 2001).

1.7.1 Bibliotecas combinatorias de péptidos desplegados aleatoriamente en
bacteriéfagos de tipo filamentoso M13

Una estrategia para la identificacion de antigenos y epitopos inmunodominantes
(potencialmente inmunoprotectores) durante la interaccién huésped - patdgeno, es utilizar
anticuerpos generados contra los agentes patégenos en un huésped diferente al natural, y
poder efectuar asi el tamizaje de bibliotecas combinatorias de bacteriéfagos que exhiben en
su superficie péptidos aleatoriamente codificados con oligonucleétidos degenerados
sintéticos que se encuentran fusionados a una proteina de su superficie (M13= gen Il u VIII),
la cual puede ser reconocida por un ligando (en este caso inmunoglobulinas generada contra

el patdgeno en cuestion) (Matthews et al., 2002). El despliegue de péptidos en bacteriéfagos
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(fagos) filamentosos (principalmente de tipo M13), conocido en inglés como “Phage display”
(Ph D) - fue creado tempranamente por George P. Smith en 1985 (Acreedor al premio Nobel
por esta invencidon en 2018), mostrando que es posible fusionar genes que codifican
pequefos péptidos al gen Ill o al gen VIII, los cuales codifican para proteinas de superficie
sin perder la viabilidad del fago (Smith, 1985). Una caracteristica fundamental de este
sistema es la conexidn entre el genotipo y el fenotipo. Es decir, la secuencia de aminoacidos
presente en el péptido de fusion a la proteina 1l u VIII de la superficie del fago esta
codificado en el genoma del mismo fago, esto permite que colecciones enormes de péptidos
puedan sean tamizados y amplificados por un proceso de seleccién in vivo llamado
biopanning o in vitro conocido como panning (Arap, 2005; Turunen et al., 2009; Tonelli et al,
2013). Actualmente de manera comercial estdn disponibles bibliotecas combinatorias de
despliegue de péptidos en fagos filamentosos (New Engalnd BioLabs®), las cuales pueden
ser tamizadas para la identificacion de ligandos especificos a receptores o moléculas blanco

(https://www.neb.com/applications/protein-analysis-and-tools/phage-display). Algunos de los

ligandos especificos mas comunes que se pueden utilizar para este tamizaje son anticuerpos
monoclonales, policlonales y de suero de convalescientes. Las bibliotecas de Ph D consisten
en fagos que despliegan en su proteina de cubierta Ill u VIl péptidos de 6, 7, 8, 10 6 12
aminoacidos, los cuales se generan al azar por medio de un método combinatorio secuencial
usando oligonucleédtidos sintéticos degenerados (New England BiolLabs®), obteniendo
colecciones de péptidos con todas las posibles combinaciones de los 20 aminoéacidos. La
cantidad de péptidos diferentes que se puede alcanzar es del orden de 202 (4,096 billones)
0 207 (1,280 millones), aunque usualmente para efectos practicos de tamizaje las bibliotecas
permiten el despliegue de 1 x 10° diferentes péptidos, cada uno con 100 clonas idénticas en
la biblioteca, lo cual permite tamizar por ensayo una biblioteca total de al menos 1 x 10
fagos. Algunas bibliotecas combinatorias de péptidos de siete residuos cuentan con una
combinacion de cisteinas en las terminales amino-carboxil de los extremos de su cadena
peptidica, lo cual facilita la union entre ambas cisteinas por puentes disulfuro, de esta forma
se establece un plegamiento tridimensional del péptido generando una estructura secundaria
en forma de bucle (loop). Esta biblioteca permite identificar epitopos de tipo B

conformacionales (Barbas et al., 2000).

1.7.2 Estrategia para la obtencion de mimétopos inmunogénicos
En los ultimos afios se han efectuado diversos estudios evaluando el uso de anticuerpos

generados en conejos contra virus, MO’s y parasitos de importancia en el area veterinaria,
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con la finalidad de seleccionar y caracterizar las clonas de bibliotecas combinatorias de
péptidos desplegados en fagos inmunorreactivos a estos anticuerpos heterélogos (las clonas
de fagos positivos se conocen como mimotopos o fagotopos, una vez que los Abs generados
contra los mismos prueban su inmunorreactividad especifica a los Ags nativos se denominan
inmunotopos). Al mismo tiempo, se ha evaluado la capacidad antigénica y protectora de
estas clonas seleccionadas ante el desafio con estos patégenos (Pande et al, 2010). Es
evidente que es posible seleccionar péptidos con capacidad inmunoprotectora contra
patégenos virales o incluso patégenos de mayor complejidad como parasitos (Morales et al,
2008; Prudencio et al, 2010; Gazarian et al, 2011; Villa Mancera et al, 2011; Gonzéalez-Mora
et al, 2021). Aunque existe evidencia que al utilizar anticuerpos provenientes de conejo esta
estrategia funciona muy bien para el virus de pseudorabia (PRV) en ratones (Gazarian et al.
2011), queda aun por explorar el empleo de anticuerpos generados en una especie (conejo)
mas distante filogenéticamente a la del huésped original (ave doméstica) en el caso de un
parasito mas complejo del Phyllum Apicomplexa como Eimeria sp.

1.7.3 Importancia de generar mimotopos vacunales en parasitos del phyllum
Apicomplexa

Los mimétopos son péptidos sintéticos que tienen una secuencia conformacional o inmuno-
equivalente al epitopo natural y mimetizan asi la funciébn inmunogénica e inmunoprotectora
de este (Geysen et al, 1986; Matthews et al., 2002; Adda et al., 2002). Algunos epitopos del
patdgeno frecuentemente funcionan como receptores a ligandos celulares o a componentes
del mismo parasito que median el proceso de infeccion (ejem. 54 residuos de TgRON2
interactiian con TJAMAL durante el proceso de adhesion de los taquizoitos de T. goondi a su
célula huésped) (Lamarque et al, 2011). Estos epitopos pueden cambiar su estructura
mediante mutaciones o variaciones sin perder su funcion (ejem. variacion mediada en una
familia de moléculas de superficie llamada PfEMP1 codificada por 60 genes var de P.
falciparum) (Frolich et al., 2012). Una de las principales estrategias de algunos agentes
patégenos para poder escapar del sistema inmune del huésped, se basa en el mimetismo, el
cual consiste en modificar la estructura fisica del epitopo, pero sin modificar su funcion, la
cual es vital para el parasito (Tonelli et al.,, 2013). Una gran cantidad de miembros del
Phyllum Apicomplexa generan variantes de sus epitopos de manera continua o bien
presentan mutaciones (drift), asi, tenemos que existe una amplia familia de genes de
antigenos de superficie (GPIl: SAGs en Plasmodium, Toxoplasma goondi y Eimeria sp) o de

interaccion pardsito- huésped que varian entre especies del mismo género e incluso entre
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células del mismo linaje (ejem. PfAMAL). Por lo tanto, para enfrentar estas estrategias de
evasion del patégeno, es importante considerar que los inmundgenos vacunales contra este
tipo de parasitos deberan tener la misma escala de variacion estructural del epitopo ya sea
actual o una predicha a futuro, conservando al mismo tiempo la funciébn inmunogénica del
epitopo en forma de mimotopo, la obtencién de péptidos miméticos a través de Phage
display constituye una interesante estrategia en el hallazgo de mimotopos que puedan
funcionar como inmundégenos intangibles a pesar de la probable recombinacién presente o
futura del epitopo original, de hecho una de las aparentes debilidades de la técnica de Ph D,
con relacion a la proporcion afinidad/avidez del anticuerpo hacia su epitopo en la seleccién
de mimotopos parcialmente semejantes al epitopo original, en este contexto se vuelve una
de sus més grandes fortalezas, esto al mostrar caracteristicas de recombinacion prospectiva
futura del epitopo, ya que se ha observado que un mismo Ab monoclonal puede llegar a
seleccionar mimoétopos que expresan una amplia secuencia peptidica divergente o
heterogénea que miméticamente muestran una inmunorreactividad similar al mimotopo de
mayor repeticion dentro de la seleccion efectuada y que al mismo tiempo muestra una
secuencia de residuos parcialmente semejantes al epitopo original (Davies et al. 1999;
Matthews et al., 2002). Si bien debido al procedimiento de recuperacién de fagos
inmunorreactivos en Ph D, técnicamente es poco probable obtener un mimotopo 100%
idéntico al epitopo debido a la elusién acida utilizada al momento de recuperar los fagos de
mayor afinidad hacia el ligando, lo cual se hace principalmente por medio de la disrupciéon de
los enlaces entre el péptido recombinante y el paratopo de la inmunoglobulina unida a la
placa o esferas de Sefarosa (no covalentes), esto permite Unicamente la obtencion de
mimotopos parcialmente similares al epitopo, ya que para la obtencién de un mimotopo
100% analogo al epitopo se requiere una metodologia de mayor intervencién para la
separacion del fago de su ligando (lg), donde se debe utilizar una metodologia con base a
protedlisis peptidica, con los riesgos que esto conlleva en la posible modificacion del péptido-

mimotopo reconocido volviendo inservible al fagotopo recuperado (Greenfield, 2012).

1.7.4 Perspectiva en la identificacién y seleccion de mimotopos inmunogénicos

En el presente estudio se propone la metodologia de Ph D para la busqueda de mimotopos
inmunodominantes e inmunoprotectores. Para la obtencion de los anticuerpos (homoélogos y
heter6logos) utilizados en esta metodologia, como inmundégeno blanco se propuso el uso de
la fase asexual infectiva inicial (esporozoito) de E. tenella (McDonald et al., 1988). La

identificacion de mimotopos del Sz de E. tenella por medio del escrutinio de bibliotecas de
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péptidos aleatoriamente desplegados en fagos filamentosos (M13) y sus rondas de “panning”
para identificar y seleccionar clonas candidatas para el disefio de una vacuna subunitaria
efectiva es una propuesta novedosa y original (Arap, 2005; Paschke, 2006; Pande 2010;
Costa et al., 2014, 2019). Esto debido a que los estudios en Eimeria sp., utilizando Phage
display son escasos y han tenido otro tipo de enfoques (Abi-Ghanem et al, 2008; Ma et al.,
2019; Chen et al., 2021), un estudio hecho por Da Silva et al (2002) utilizé como blanco Szs
vivos de E. tenella tamizando una biblioteca aleatorizada de Ph D y encontr6 un péptido
(PW2) con accion analoga a la mostrada por péptidos antimicrobianos sobre la capa pellcida
de los esporozoitos. Ma et al (2019) con una estrategia similar verifico que dos péptidos
seleccionados por Ph D eran mimotopos de EtRON2, y al unirse a EtAMAl sobre la
superficie del Sz de E. tenella eran capaces de inhibir la invasién de estos a las células
blanco, es evidente que en esta estrategia estos péptidos pueden funcionar como
bloqueadores de proteinas clave para la invasion de los protozoarios del phyllum
Apicomplexa (Keiser et al., 2003; Ma et al., 2019; Chen et al., 2021). Por otra parte, Kriicken
et al (2008) utilizaron un anticuerpo monoclonal que tamizaron en una biblioteca cADN de E.
tenella logrando identificar una proteina anti-GAM 56. Abi-Ghanem et al (2008) selecciono en
una biblioteca la fraccién scFv de un anticuerpo putativo contra el esporozoito de E. tenella,
de forma similar Zhao et al (2010) utilizando fracciones variables de la cadena pesada y
ligera (VH y VL) de una biblioteca de anticuerpos aviares determino paratopos reactivos que
podrian tener aplicaciones en diagnéstico e incluso terapéutico en las infecciones por E.
acervulina. En el presente estudio se evalla si los mimotopos seleccionados con anticuerpos
heterélogos (IgGs de conejo) anti- esporozoito de E. tenella se conservan, o bien detectan
epitopos iguales o diferentes en la fase asexual consecutiva del ciclo de vida del parasito
(merozoitos 22 generacion), utilizando ademas Abs homdlogos (IgYs de ave) contra las dos
fases asexuales del parasito, y verificando si esto se relaciona con la habilidad de inducir
respuestas inmunes protectoras en los huéspedes naturales por parte de los mimotopos
identificados y seleccionados como vacunas subunitarias experimentales en un modelo de
inmunizacién/desafio in vivo. Una vacuna subunitaria con base a mimétopos es una idea
novedosa porque evita el uso de cualquier fracciébn inmunogénica natural del patdégeno y se
basa en el principio de seleccién artificial en un campo combinatorio del epitopo, realizando
asi la seleccion con base a inmunologia molecular reversa que determina la generacion de
clonas de células plasmaticas productoras de anticuerpos con una mayor
complementariedad hacia el epitopo, lo cual tiene la finalidad de obtener una coleccion de

nuevas variantes que conserven la reactividad antigénica original. El presente estudio
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muestra impacto tanto en ciencia basica (identificacion y mapeo de epitopos
inmunodominantes durante la interaccion patégeno- huésped), como en ciencia aplicada
(aislamiento, seleccion, disefio y generacion de vacunas subunitarias con base a péptidos
recombinantes mimotopos del esporozoito de E. tenella en vectores de tipo fago filamentoso
que han mostrado un efecto adyuvante per se). El presente estudio explora el uso de
anticuerpos heterélogos (conejo) y homologos (gallina doméstica) como herramientas para la
identificacion y acceso a antigenos inmunodominantes, y la seleccibn de mimoétopos
verdaderos (efectivamente corresponden a epitopos del parésito en la interaccion paratopo-
mimotopo, y no a la Fc del ligando). Un aspecto innovador es el uso de dos diferentes
bibliotecas combinatorias de Phage display como fuente de péptidos lineales y
conformacionales. Este enfoque tiene un gran potencial para la identificacibn de mimétopos
que pueden ser utilizados para el disefio y generacion de vacunas de tercera generacion con
aplicacion en el control de la principal enfermedad parasitaria que afecta a la industria
avicola de México y el mundo.

1.8 Justificacion

Los antigenos de Eimeria tenella utilizados por medio de ingenieria genética para elaborar
vacunas de proteinas recombinantes, vectorizadas subunitarias y de ADN plasmidico no han
logrado obtener resultados Optimos de inmunoproteccién, queda aun pendiente la
identificacion de epitopos tipo B altamente inmunogénicos e inmunoprotectores de E. tenella.
La tecnologia de Phage display es una herramienta éptima para la identificacion, seleccion, y

disefio de un inmundégeno con base a péptidos recombinantes efectivo contra E. tenella.

1.9 Hipoétesis de Investigacion

El uso de anticuerpos policlonales heterélogos generados contra el esporozoito de E. tenella
para la seleccion de péptidos recombinantes desplegados en bibliotecas combinatorias de
Phage display permitira la identificacion de epitopos inmunodominantes del esporozoito con

potencial inmunoprotector

1.10 Objetivo General
Identificacién y caracterizacion de péptidos recombinantes inmunodominantes mimatopos del
esporozoito de E. tenella mediante el tamizado de bibliotecas combinatorias de Phage

display y su evaluacion como inmundgenos inmunoprotectores.
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1.10.1 Objetivos Particulares

- Obtener y caracterizar 1gGs de conejos New Zealad White e IgYs de aves SPF Leghorn
White contra el esporozoito de E. tenella

- Aislar e identificar mimotopos inmunodominantes por el tamizado de dos bibliotecas de
Phage display (c7c lin, 12mer) con anticuerpos heterélogos versus el esporozoito de E.
tenella.

- Caracterizar genética y antigénicamente mimotopos recombinantes seleccionados de las 2
bibliotecas de Phage display (c7c lin, 12mer).

- Evaluar la capacidad inmunoprotectora de los mimotopos seleccionados.

1.10.2 Metas

- Aislamiento, purificacion y propagacion de una cepa local de E. tenella.

- Obtener y caracterizar sueros hiperinmunes de aves SPF Leghorn White infectadas
experimentalmente con diferentes dosis de ooquistes esporulados de E. tenella

- Producir una vacuna experimental de esporozoitos completos inactivados e inmunizar
conejos New Zealand White y aves SPF Leghorn White con la finalidad de obtener
antisueros especificos

- Obtencién y caracterizacion de antisueros especificos contra esporozoitos completos
inactivados de E. tenella en conejos New Zealand White y aves SPF Leghorn White
inmunizados subcutaneamente.

- Seleccionar y caracterizar clonas de fagos M13 a partir de dos diferentes bibliotecas
combinatorias de péptidos (Phage display) utilizando anticuerpos purificados versus E.
tenella

- Producir en conejos New Zealand White anticuerpos especificos contra las clonas
candidatas seleccionadas y evaluar su reactogenicidad contra antigenos nativos de dos
fases zoito asexuales de E. tenella

- Determinar la capacidad de inmunoproteccién de las clonas candidatas de los inmuné6topos
del esporozoito de E. tenella en aves SPF Leghorn White (Gallus gallus), en pruebas de

inmunizaciéon/desafio.
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2.0 MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se obtuvo material biol6gico (ooquistes purificados de Eimeria tenella) a partir
de un caso clinico de campo de coccidiosis cecal. Se visito una granja de pollo de engorda
donde se analizaron los sacos ciegos de 6 pollos de engorda de 42 dias sospechosos a
coccidiosis cecal. Las muestras se procesaron en el laboratorio, todas fueron positivas a
Eimeria sp. A partir de tres muestras se purificaron los ooquistes de acuerdo con la
metodologia planteada en estudios previos.

La cepa de E. tenella se purifico con la finalidad de utilizarla en ensayos de laboratorio y
pruebas de inmunizacién pasiva/activa-desafio.

A partir de la cepa purificada de E. tenella se aislaron y purificaron los esporozoitos para
caracterizar los polipéptidos que los conforman y caracterizar asi sus propiedades
inmunoldgicas.

Se efectlio un bioensayo in vivo de inmunoterapia pasiva para determinar la relevancia de la
proteccion de Abs especificos de la yema de huevo seleccionados por epitopos tipo B de
Eimeria sp a través de un programa de inmunizacion previo.

Se montaron técnicas de laboratorio para evaluar el grado de interaccidon especifica
antigeno- anticuerpo (ELISA indirecta y Western blot). La implementacion y ejecucién 6ptima
de estas pruebas fue necesaria para poder efectuar el analisis de la respuesta humoral
contra el esporozoito de E. tenella y posteriormente hacia péptidos recombinantes
mimotopos de epitopos del esporozoito de E. tenella.

Los esporozoitos completos inactivados se utilizaron para elaborar una vacuna experimental
con base a un adyuvante novedoso de nanoparticulas y aceite vegetal (Montanide®) en un
programa de inmunizacion que tuvo el objetivo de obtener anticuerpos- versus los Szs de E.
tenella en conejos New Zealand y de manera analoga en aves SPF Leghorn.

Los anticuerpos reactivos al esporozoito de E. tenella fueron clave para la Optima
caracterizacion de los antigenos solubles provenientes de la primera etapa invasiva del
parésito (esporozoito), lo cual posteriormente contribuyé a ampliar el analisis de
reconocimiento a otra fase asexual de replicacion de E. tenella (Mzs de 22 generacion).

Se efectlo el aislamiento y purificacion de merozoitos de 22 generacion de E. tenella.

Los anticuerpos anti- esporozoito obtenidos en el programa de inmunizacion con
esporozoitos completos inactivados en conejos se purificaron por cromatografia de afinidad
utilizando proteina G.

Las 1gGs de conejo purificadas ayudaron a identificar por medio del tamizado de dos

diferentes bibliotecas aleatorias de Phage display los péptidos moleculares mas antigénicos
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e inmunogénicos del esporozoito, una vez obtenidos e identificados se consideraron como
mimotopos, esta estrategia se considerdé como el eje principal del presente estudio.

Obtenidos los mimotopos mas inmunogénicos expresados en los fagos M13 de cada
biblioteca de PhD se efectuaron pruebas de inmunizacion/desafio utilizando ooquistes

esporulados de una cepa de campo de E. tenella.

2.1 Cepa patdgena de Eimeria tenella

2.1.1 Aislamiento de la cepa de E. tenella patégena de campo

El criterio para la seleccion de la cepa de E. tenella se baso principalmente en que los pollos
de engorda de la granja comercial de donde se obtuvo la cepa patdogena se hubieran
infectado de forma natural, la historia clinica inmediata mostrara diarreas acuosas a
sanguinolentas acompaiadas al final del ciclo de engorda de mortalidades diarias de 0.5 a
2.5%, que los registros reportaran afectacion negativa en GDP y CA, ademas de la condicién
explicita de que las aves no hubieran sido vacunadas previamente contra Eimeria sp ni
hubieran recibido tratamiento terapéutico anticoccidicida. Los ooquistes de Eimeria sp., se
obtuvieron a partir del contenido cecal de pollos de engorda con las caracteristicas
estipuladas previamente, esto se efectlio de acuerdo a la metodologia descrita por Juarez et
al (2002). Los ooquistes se esporularon por medio de aireacion continua (oxigenador
estandar utilizado en los contenedores para ciprinidos) en una solucién de dicromato de
potasio al 2.5% dentro de un contenedor de unicell disefiado ex professo (damper de entrada
y damper de exhaucio para ventilacion pasiva), después de 96 horas de esporulaciéon, se
verifico el porcentaje de esporulacion y los ooquistes se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 6%, se lavaron con agua estéril, se resuspendieron en dicromato de potasio al 2.5%

y se conservaron a 4°C hasta su utilizacién (Anexo namero 1).

2.1.2 Purificacion de la cepa salvaje de E. tenella

Los ooquistes sospechosos a E. tenella se identificaron de acuerdo con los rangos de
medidas descritos por Haug et al (2008). La identificacion positiva de E. tenella se verificd
por medio de la caracterizacion de lesiones en su replicacion especifica en el tejido cecal de
acuerdo a lo descrito por Juarez et al (2002) para ooquistes provenientes del tejido cecal de
aves domésticas. La cepa de E. tenella se purifico a partir del aislamiento de Eimeria sp del
caso clinico anteriormente descrito, este procedimiento se efectlio por medio del método de
placas de agar con base a dilucién minima (100 ooquistes por portaobjeto) de acuerdo con la

metodologia descrita por Stephan et al (1997), y Khalafalla y Daugschies (2010b). La
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purificacion se efectlo a partir de una sola ave positiva de acuerdo con las modificaciones
descritas por Marco A. Juarez- Estrada en su tesis de Maestria (1998) relativas a dilucion de
los ooquistes a seleccionar para inocular a las aves-no inmunes (5/5), porcentaje de gel
utiizado y método de aislamiento fisico de un solo ooquiste puro compatible con las
caracteristicas morfolégicas de E. tenella (obtencion con pipeta Pasteur).

Se obtuvieron huevos fértiles SPF Leghorn White con un proveedor ubicado en la ciudad de
Tehuacén, Puebla (Aves Libres de Patégenos Especificos, [ALPES], Lab. IASA, México); los
huevos fértiles se incubaron y eclosionaron en la F.M.V.Z.-U.N.A.M. Los pollitos SPF
Leghorn White de un dia de edad obtenidos se mantuvieron en una unidad convencional de
aislamiento previamente lavada y desinfectada (Unidad ubicada en circuito exterior
Cuemanco s/n, barrio 18, Xochimilco, Cd. de México), estos pollitos se inocularon con un
solo ooquiste, a los siete dias post-inoculacion se procedié a aplicar eutanasia a todas las
aves del lote (n=10), se verificd su replicacion directamente a partir de un raspado individual
a partir de la mucosa de uno de los sacos ciegos de cada ave, cuando el frotis de raspado
era positivo a la presencia de ooquistes compatibles con E. tenella ambos sacos ciegos con
todo y contenido se cortaron en pequefias piezas anatdmicas, estos se procesaron de
acuerdo a la metodologia descrita previamente por Juarez et al (2002), brevemente, se lava
el glicocalix y el resto de contenido cecal con solucibn PBS 1X estéril con penicilina-
estreptomicina, posteriormente el tejido se muele en una licuadora convencional de aspas
metalicas previamente desinfectada con formalina al 10%, en una proporcion de 1:10 con
dicromato de potasio al 2.5%, posteriormente se le agrega bicarbonato de sodio (1%), 2
horas después de la reaccién, los detritus celulares gruesos se separan por medio de su
cribado en una coladera fina (0.7 mm), la suspension obtenida se centrifuga a 2000 x ¢
durante 10 minutos a 4°C., después el pellet se suspende y mezcla vigorosamente con
solucion salina saturada, esta suspension se deja reposar al menos 15 minutos, después se
decanta cuidadosamente toda la capa superior y se procede a lavarla en una proporcién 1:10
(solucién PBS 1X), la pastilla se centrifuga nuevamente (2000 x g a 4°C por 10 minutos) tres
ocasiones cambiando el PBS 1X en cada una de ellas, al final la pastilla se suspende a una
dilucion 1:20 de dicromato de potasio al 2.0% dentro de un frasco estéril de boca ancha
parcialmente cerrado con papel aluminio, después se efectlo su esporulacién por aireacién
activa, el frasco fue colocado en el interior de un contenedor de unicel calibrado a 29°C,
después de 96 horas se verifico el porcentaje de esporulacién directamente por medio de un
microscopio compuesto (400X), el criterio es que >85% de esporulacion los ooquistes

obtenidos se retiraban y suspendian en una solucién de dicromato de potasio al 2.5% (p/v).
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2.1.3 Propagacion de los ooquistes esporulados de E. tenella

Una vez obtenido el inoculo-maestro a partir de un solo pollito, se asignaron cinco pollitos
SPF Leghorn White a una jaula de tela de alambre metélica (40 x 30 x 25 cm), desde el dia
de edad hasta el final de la fase de infeccion-replicacion de la cepa (periodo de patencia),
bajo estrictas medidas de bioseguridad (aislamiento, limpieza y desinfeccion amoniacal)
(Tomley, 1997). Antes de la inoculacion y de forma directa se colecté una muestra de heces
de los pollitos con la finalidad de verificar que se encontraban libres de ooquistes de
cualquier especie de Eimeria. A la semana de edad, la cepa de Eimeria tenella se inoculd
per os directamente dentro del diverticulo esofagico a cada pollito de acuerdo con la
metodologia descrita por Juarez et al (2002) con 5 x 10° ooquistes esporulados de E. tenella.
Alrededor de 12 horas antes del ciclo de prepatencia predeterminado para E. tenella (168
horas o 7 dias exactos) y doce horas después de ese periodo el total de heces de cada
pollito se colecté por un periodo maximo de 24 horas, los ooquistes se procesaron de
acuerdo con la metodologia descrita por Ryley et al (1976). Los ooquistes después de su
flotacion y lavado se centrifugaron a 2000 x g por 10 minutos (4°C), se mezclaron con una
solucion de dicromato de potasio al 2.5%. Los ooquistes esporulados se lavaron con PBS 1X
y se concentraron por medio de centrifugacién. Se obtuvieron los ooquistes totales a partir de

la inoculacion de 5 aves SPF Leghorn White con la cepa de E. tenella.

2.1.4 Limpiezay desinfeccion de los ooquistes de E. tenella

Se estableci6 un protocolo para limpieza y desinfeccién de ooquistes, el cual se modificé con
la finalidad de tener menor menoscabo en el rendimiento total de ooquistes esporulados,
estos ooquistes se utilizaron para la obtencién de los esporoblastos y posteriormente de los
esporozoitos por medio de su incubacion y digestién quimica. El protocolo para la limpieza

de ooquistes esporulados de E. tenella se encuentra descrito en el anexo nimero 1.

2.2 Obtencion de esporoblastos y esporozoitos de E. tenella

2.2.1 Obtencion de esporoblastos de E. tenella

Para obtener los esporoblastos se efectio la ruptura de los ooquistes esporulados de
acuerdo a la metodologia descrita por varios autores. Se evalulo el protocolo de obtencién de
esporoblastos utilizado en el laboratorio del Dr. John R. Barta del Ontario Veterinary

Collegue de la Universidad de Guelph (sitio de estancia de investigacion previa).
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Adicionalmente con base a una busqueda hemerografica se encontraron dos estudios de
investigacion en los cuales se obtienen resultados satisfactorios con el uso variado de vortex
de velocidad fija (1000; 2000 y 3000 rpm) perlas de vidrio de diferente ®: 0,5, 1,2y 3 mm., y
tiempos relativos de ruptura de 30 seg a 5 min (Cha et al., 2014; You, 2014)., con base a
estos resultados se efectuaron varias pruebas utilizando un vortex de velocidad regulable
(VORTEXER, Heathrow Scientific, lllinois, USA) y perlas de vidrio de 1 mm ®. Para contar
con un protocolo 6ptimo se efectuaron diferentes ensayos variando las proporciones de
perlas de vidrio (p/v), cantidad de ooquistes, tiempo total de ruptura y tipo de tubo empleado

(Eppendorf™ 1.5y 2 mL). En el anexo nimero 2 se describe el protocolo de ruptura ad hoc.

2.2.2 Purificacién de los esporoblastos de E. tenella

La purificacion de esporoblastos se efectlo con base al protocolo que se utiliza en el
laboratorio del Dr. John R. Barta. Esta se realiza por medio de un tamizado de los ooquistes
rotos con un filtro BHP de 10 pm @ (BHP, Tlalnepantla de Baz, Edo. De México). Con base a
los resultados obtenidos se decidid modificar este procedimiento optando por lo propuesto
por Dulski y Turner (1988) con base a gradientes continuos de Percoll isotdnico. Después de
la ruptura de los ooquistes la muestra de esporoblastos se centrifugé a 2000 rpm 10" a 4°C,
el pellet se aforo c.b.p., a 1 mL de PBS 1X; después se sujetd a purificacién por medio de un
gradiente continuo de Percoll isoténico al 50%, después de lavar el pellet obtenido con el
Percoll isoténico al 50%, al menos cuatro ocasiones y previo al dltimo lavado los
esporoblastos se cuantificaron con el hemocitometro de Neubauer. El pellet de esporoblastos
se suspendié a una concentracion de 0.2 x 107 esporoblastos/mL en 10 mL de PBS 1 X (pH
7.4) estéril, el tubo se mantuvo a 4°C hasta el dia siguiente. Es recomendable no almacenar
los esporoblastos por mas de 2-3 dias. Con base a las pruebas preliminares se observéd que
la viabilidad de los esporozoitos disminuye dramaticamente si este almacenaje se prolonga
mas alla de 4-5 dias, lo recomendable es esterilizar y romper los ooquistes en un dia y al

siguiente efectuar la purificaciéon de los Szs como se describe en el anexo nimero 3.
2.2.3 Obtencion y purificacién de los esporozoitos de E. tenella

La obtencién y purificacion de los esporozoitos a partir de los esporocistos de E. tenella

purificados previamente se describe en el anexo nimero 3.
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2.2.4 Obtencién de antigenos solubles a partir de esporozoitos de E. tenella

Para obtener los polipéptidos (antigenos) solubles de esporozoitos de E. tenella se
establecié primariamente un protocolo utilizando Buffer de Lisis, el cual contenia PBS 1X +
inhibidor de proteasas (Roche®) + Triton X-100 al 1% (Sambrook y Rusell, 2001).

Otro protocolo que se evallo para obtener los péptidos solubles de los esporozoitos fue por
medio de disrupcion celular directa, el cual se efectio concentrando los esporozoitos en un
mL de PBS 1X + inhibidor de proteasas (Roche®), posteriormente el contenido del tubo se
congelo y descongelo por 5 ciclos a través de su inmersion directa en Nitrogeno (N2).
Después de ambos procesos se realizé la centrifugacion de las muestras a 2000 x g, 18'a
4°C, el pellet obtenido se resuspedié en una solucién de PBS 1X + inhibidor de proteasas
(Roche®) y se congelo a -70°C. El SN y pellets obtenidos se analizaron por medio de las
técnicas de cuantificacién de proteina con el reactivo de Bradford, electroforesis de proteinas
bajo condiciones reductoras (SDS) en gel de acrilamida- bis acrilamida al 12% tefiido con
CBB; y las técnicas de interaccion antigeno- anticuerpo de ELISA indirecta y WB.

En el anexo numero 4 se describen los puntos criticos a verificar durante el proceso de

obtencion de los antigenos solubles provenientes de los esporozoitos de E. tenella.

2.3 Aislamiento de merozoitos de segunda generacién de E. tenella

La propuesta inicial del trabajo comienza con el componente infeccioso primario del parasito:
el esporozoito, el cual se ha descrito como la fase asexual mas inmunogénica del parasito
(McDonald et al., 1988). Sin embargo, debido a que se requeria como complemento para las
pruebas de caracterizacion antigeno-anticuerpo la segunda fase asexual mas importante del
parasito (Constantinoiu et al., 2011), se decidi6 incluir un antigeno de esta fase asexual de E.
tenella. Con base a diversas publicaciones se adeclo una técnica de aislamiento y
purificaciébn de merozoitos de segunda generacion. Los esporozoitos, al ser pocos, al inicio
de la infeccién generan una aparente baja respuesta humoral, o bien son dificiles de obtener
y purificar (Constantinoiu et al, 2007). Inicialmente se decidi6 trabajar solo con esporozoitos
debido a que son la fase infectante del parasito, basandose precisamente en el evento inicial
de infeccion primaria, aun, cuando literatura especializada reciente se ha enfocado mas al
andlisis de la respuesta sérica con fases de replicacion asexual (merozoitos de 12 22 y 32
generacion [Tomley, 1994a; Constantinoiu et al, 2007, 2008, 2011]) y sexual, cuerpos
formadores de la pared de los gametocitos [Sharman et al., 2010; Jun et al., 2012; Wiedmer
et al., 2017]) del parésito, estas caracterizaciones humorales han sido posibles debido a una

mayor tasa de replicacion de estas fases posteriores al esporozoito.
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2.3.1 Obtencién de merozoitos de segunda generacion de E. tenella

Se infectaron cuatro aves hibridas (Rhode Island Red x Hampshire x Plymouth Rock Barred)
con 5 x 10° ooquistes esporulados de E. tenella cada una. Se sacrificaron y los cuatro pares
de sacos ciegos se removieron a las 112 h (5 dias) post- inoculacién. Se lavaron tres veces
con PBS 1X frio a un pH de 7.4 con 2000 unidades de penicilina- 1 g estreptomicina (50 mL).
Posteriormente la mucosa cecal de cada uno de los seis sacos ciegos se raspo con la hoja
de un bisturi y se obtuvieron aproximadamente 35 mL de mucosa en PBS 1X.

El contenido obtenido se ajustd a 25 mL por centrifugacion a 800 x g 4°C 10°. Se suspendio
en 10 volimenes (250 mL) de una solucién de digestion que estaba compuesta de acido
taurocalico (0.5% vy tripsina de pancreas de cerdo (0.25%) mas hialuronidasa (0.1%) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA), estos reactivos se disolvieron previamente en PBS 1Xy
el pH se ajustd a 7.4. La muestra se sometié a digestién durante 33 minutos a 41°C con
vigilancia continua en el microscopio observando la liberacion de los merozoitos, la digestion
se detuvo para evitar el aumento de liberaciobn de células epiteliales y/o la digestion y
destruccién de los merozoitos liberados. Después de detener el proceso de digestion el
contenido se filtré a través de 8 capas de gasa de algodon, esto con la finalidad de remover
tejido conectivo y vellosidades intestinales (Liu et al, 2009). El contenido filtrado (200 mL) se
centrifugo a 2000 x g 4°C 10", después se centrifugo dos veces mas utilizando PBS 1X frio
estéril. Al final la pastilla se concentr6 en 35 mL de PBS 1X frio estéril. Los merozoitos

obtenidos se contaron con la camara de Neu Bauer (Juéarez et al., 2002).

2.3.2 Purificacién de merozoitos de segunda generacion de E. tenella

Los 35 mL con los merozoitos de segunda generacion de E. tenella se dividieron en dos
tubos con 17.5 mL cada uno; a estos 17.5 mL se les agrego 7.5 mL de Percoll al 100% en un
solo tubo de 50 mL (FALCON) para hacer una solucién de Percoll al 30%, la cual se deposité
sobre 25 mL de Percoll isoténico al 50%, después se centrifugo a 1,700 x g 4°C 15". Los
merozoitos se recuperaron del gradiente nuboso del Percoll al 50% y se suspendieron en 10
volumenes de PBS 1X frio estéril, se centrifugo a 2,500 x g 4°C 10°. La deposiciéon de los
merozoitos se lavl centrifugdndolos tres veces a 2,500 x g 4°C 10" con PBS 1X frio estéril
(Geysen et al, 1991). Después del ultimo lavado se suspendieron en PBS 1X frio estéril con

inhibidor de proteasas (Roche®) y se guardaron a -20°C hasta su uso.

51



2.3.3 Obtencion de antigenos solubles a partir de merozoitos de segunda generacion
de E. tenella

Los merozoitos suspendidos en PBS 1X frio estéril con inhibidor de proteasas (Roche®) se
descongelaron y sujetaron a 5 ciclos de congelacion- descongelacion en N2, se centrifugaron
a 800 x g 4°C 18°. El pellet y SN del antigeno de merozoitos de segunda generacién de E.
tenella se colectaron por separado y se guardaron a -20°C hasta su utilizacion. El contenido
de proteina en ug/pL de cada uno de los dos componentes previamente se verifico a través
de la técnica de Bradford de acuerdo con las instrucciones del fabricante del reactivo.

2.3.4 Cuantificacion de antigeno de esporozoitos y merozoitos de segunda generacién
por latécnica de Bradford

Se preparo una curva estandar de cuantificacién con albumina sérica bovina (BSA) a una
concentracion de 0 a 5 ug/pl en agua destilada, se colocaron 10 ul de cada dilucién por
duplicado en una placa (Maxisorb, Nunc 96, fondo plano), se colocaron 10 ul de cada
antigeno en otros dos pozos de la placa considerando diferentes diluciones de este (1:5,
1:10, 1:20, 1:40 etc.). Se diluyo 1 mL de colorante Bio-protein assay (BioRad, No. de
catalogo #5000006) en 4 mL de agua destilada en un tubo protegido de la luz, se
depositaron 190 L de esta solucién en cada pozo con las muestras y las diluciones de BSA
colocadas previamente en cada pozo, se dejo reposar la placa cubriéndola de la luz por 5-10
minutos, después se efectlo una lectura de absorbancia a 590 nm con un espectrofotémetro
(Epoch™ Bio-Tek, Winooski, VT, USA). Con base a la construccion de la curva se determiné

el contenido de proteina de cada muestra evaluada, esta se expreso en ug/ulL.

2.4 Obtencidén de anticuerpos séricos policlonales positivos a E. tenella

Un aspecto determinante para el éxito en los programas de inmunizacion es el esquema y
cantidad de ooquistes esporulados iniciales que se utilizan en la primo- inmunizacion (Long
et al., 1986; Tomley, 1997; Lillehoj, 1988; Suprihati y Yunus, 2018; Soutter et al., 2021). La
cantidad inicial de ooquistes determinan el grado de invasion y saturacién de las fases
invasivas subsecuentes al esporozoito (crowding- effect) (Williams, 1973; Williams, 2001;
Johnston et al., 2001), lo que influye en el nivel de agresiéon y gravedad del dafio tisular
producido, y su posible efecto negativo sobre el GALT, lo cual puede repercutir
negativamente en la generacion de inmunidad y proteccién ante un desafio con cepas de
campo (Davis et al., 1978). Se ha descrito que el fenotipo particular de E. maxima explica el

escape inmunologico observado, el cual se encuentra influido por el genotipo del parasito y
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el huésped (Barta et al., 1998; Allen et al, 2002; Blake et al, 2005); sin embargo, con E.
tenella no es posible atribuir la inapropiada generacién de inmunidad observada Unicamente
a la variabilidad antigénica entre cepas (Juarez et al, 2007). Es posible que esta falta de
respuesta protectiva se deba mas a un efecto de saturacién primaria del tejido sano por las
fases asexuales y sexuales infectivas subsecuentes a la fase de invasién inicial
(esporozoito), lo cual de acuerdo con Williams (2001) es posible correlacionar directamente
con la cantidad inicial de ooquistes empleados en la primo- inmunizacion. Debido a que el
impacto de la dosis inicial de inmunizacion de E. tenella sobre la inmunidad humoral y la
cantidad de ooquistes producidos (stock de laboratorio) se encuentra pobremente
documentada, en el presente estudio se analizdé la respuesta inmune humoral y la
cronobiologia de inmuno- dominancia de dos fases asexuales de E. tenella cuando se
emplean dos diferentes dosis de ooquistes para la primo- inmunizacion. En México no
existen proveedores comerciales de Abs especificos contra los diferentes componentes de
E. tenella, por lo cual con la finalidad de obtener anticuerpos séricos policlonales especificos
a E. tenella para utilizar como reactivos en las subsecuentes pruebas de andlisis de
interaccion antigeno-anticuerpo se disefiaron dos protocolos de inmunizacién de aves in vivo

con cantidades progresivas de ooquistes esporulados (5 x 103 1 x 10* ooq. /ave).

2.4.1 Animales y alojamiento

Se adquirieron veintisiete aves reproductoras de un dia de edad provenientes de una cruza
selectiva de las razas Hampshire x Rhode Island Red x Plymouth Rock Barred en la ciudad
de Cuautla, Morelos, México. Se mantuvieron en una criadora de piso firme durante las tres
primeras semanas de edad, después se trasladaron a jaulas elevadas, se proporcion6
alimento estandar de acuerdo a cada etapa (crianza y desarrollo, Agribrand Purina México S.

de R.L. de C.V.) sin anticoccidiano, se les proporciono agua potable ad libitum.

2.4.2 Parésito

Se utilizo el aislamiento de la cepa patdgena de E. tenella previamente ya descrita.

2.4.3 Disefio experimental

Se implementaron dos programas de inmunizacion, el desafio inicial de las aves en jaula
contemplo una dosis Unica de ooquistes esporulados de E. tenella. A las 8 semanas de
edad, en el programa A (n=9) cada ave recibi6 per os directo a ingluvies una dosis de 5 x 10°

ooquistes esporulados de E. tenella (5K). Cuatro semanas después cada ave recibié un
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desafio con 1 x 10° ooquistes, en la semana 16 se les desafio nuevamente a todas las aves
de este grupo con 1 x 10° ooquistes/ave. En el programa B (n=9), a las 8 semanas de edad,
las aves se primo- inmunizaron con una dosis de 1 x 10* ooquistes esporulados (10K). En la
semana 12 de edad se les administraron 1 x 10° ooquistes/ave. Cuatro semanas después se
les inoculo con 1 x 10° ooquistes esporulados/ave (Figura 2). Después de cada inoculacién y
durante todo el periodo de prepatencia se registré cualquier signo clinico sugestivo a
coccidiosis cecal. Un grupo de 9 aves no inmunizadas ni infectadas se mantuvo bajo las
mismas condiciones de alojamiento que las aves experimentales a lo largo de la duracién de

la prueba en una bateria de jaulas colocada en una unidad de aislamiento adyacente.

ELIMINAN:| 388 x 10° 0oq. | ELIMINAN :| 2.33x 10¢ ooq. | ELIMINAN:

° , Suero Suero
5x10% oo, T"A"  1x10%00q. | 2"A" 1x10600q. | Suero3"A’
n=9 |
v v v
Semana 8 10 12 14 16 18
ELIMINAN: | 105x 10¢ ooq. | ELIMINAN: | 93.8 x 106 00q. | ELIMINAN:| 7.7 x 10% ooq.
o 1% 104 0oq_ Suero Suero
1"B"  1x10500q. | 2"B" 1x10800q | Suero3 B’
RIP _
n=9 / / l /
Semana 8 10 12 14 16 18

Figura 2.- Protocolo de inmunizacion en aves hibridas Rhode Island red x Hampshire x
Plymouth Rock Barred iniciando con 5,000 (A) y 10,000 (B) ooquistes esporulados de E.

tenella/ave. n=9

2.4.4 Recoleccion de ooquistes y suero sanguineo
Después de cada inmunizacion y desafio (refuerzo), del dia 5 al 9 se recolectaron las heces

de las aves de ambos tratamientos y de las aves testigo (Juarez et al., 2002). Se contabilizo
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el total de ooquistes por ave de cada grupo experimental de acuerdo con la metodologia
implementada por Juérez et al (2002) utilizando la cAmara de McMaster (Long y Rowell,
1958). Las aves testigo fueron constatadas para verificar su eliminacién de OPGH a lo largo
de todo el experimento. Todas las aves de todos los grupos se sangraron individualmente
dos semanas después de cada inmunizacién. La muestra sanguinea se dejé coagular a
temperatura ambiente 2 horas, después se refrigero toda la noche, al dia siguiente el suero

se recolecto y se centrifugo a 2000 x g 5" a 4°C. El suero se almaceno a -20°C hasta su uso.

2.4.5 Preparacion de antigenos de esporozoitos y merozoitos de E. tenella
Los antigenos solubles de Szs y Mzs de segunda generacion de E. tenella se obtuvieron de
acuerdo a la metodologia descrita previamente en el presente estudio (2.2.4 y 2.3.3).

2.4.6 SDS-PAGE, Western blot

La separacién de 20 pg de antigenos solubles de esporozoitos y merozoitos de segunda
generacién de E. tenella y un testigo con base a 10 ug de BSA se efectlio en una matriz
combinada de gel duodecil sulfato de sodio (SDS) acril- bisacrilamida al 12%. La
electroforesis se efectlo bajo condiciones reductoras de acuerdo con la metodologia ya
descrita previamente. Los polipéptidos separados en la matriz de gel fueron tefidos con CBB
o electro- transferidos a una membrana de PVDF (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La
identificacion y caracterizacién de antigenos especificos de Sz y Mz se efectlio después de
15 dias de cada inmunizacién utilizando en forma de pool seis de los anti- sueros de las aves
inmunizadas con cada programa de inmunizacion y de las aves testigos no inmunizadas por
grupo de tratamiento (n=6). Para el andlisis particularizado de la respuesta inmune humoral
por ave, se incluyeron en forma individual por inmunoblot los mismos tres antisueros
posteriores a la tercer inmunizacion (3A) de cada una de tres aves inmunizadas
primariamente con 5K utilizados previamente para su analisis en la prueba de ELISA. Todas
las muestras se diluyeron 1:100. En la prueba se utiliz6 como anticuerpo secundario un
conjugado IgG de cabra anti- IgY de pollo marcado con HRP (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Philadelphia, PA, USA) a una dilucién de 1:1500. Las membranas se
visualizaron por medio de una reaccion con 3,3 -diaminobencidina (10 mg/s5mL) (DAB
tablets, SigmaFast™, SIGMA, USA). Las bandas predominantes en los dos ciclos de vida de
E. tenella identificadas en las membranas de transferencia de WB fueron evaluadas por dos
observadores independientes con la finalidad de identificar peculiaridades y consensar su

masa molecular mas probable con base al M de las proteinas testigo.
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2.4.7 ELISA

La reactividad de los anticuerpos séricos contra los antigenos solubles de las dos primeras
fases asexuales de E. tenella se evallo por medio de la técnica indirecta de ELISA, la cual
se realiz6 de acuerdo con lo descrito previamente por Constantinoiu et al (2007). Los sueros
de todas las aves inmunizadas y sin inmunizar se analizaron individualmente. Como control
positivo se usaron sueros obtenidos previamente de 4 aves SPF Leghorn White vacunadas
subcutaneamente 4 ocasiones con intervalos de 2 semanas con una vacuna compuesta por
100 pg de esporozoitos completos de E. tenella homogeneizados en un adyuvante con base
a nanoparticulas y aceite vegetal de acuerdo con la metodologia descrita previamente por
Juérez-Estrada et al (2021a). El control negativo en cada placa incluy6é un pool de suero de
referencia tomado aleatoriamente a partir de 6 aves testigo no inmunizadas.

Para analizar de forma particular la respuesta inmune humoral por ave (haplotipo particular
de MHC-II de receptores LB), a partir de los resultados del mejor protocolo de inmunizacién
evaluado (programa “A”) se efectuaron ensayos de ELISA indirecta recolectando
individualmente tres antisueros tomados al azar a partir de aves de este grupo, los sueros se
recolectaron 2 semanas después de la tercer inmunizacion del grupo primo-inmunizado con
5K (tres antisueros identificados como 3A). Todas las muestras se analizaron por duplicado
(1:100). Con la finalidad de identificar probables valores atipicos todas las muestras se

analizaron en dos eventos independientes.

2.4.8 Parametros para evaluar el grado de inmunidad adquirida

Para determinar la mejor respuesta de inmunidad (aves resistentes) al desafio con la cepa
patdgena de E. tenella, se efectlio la observacion patognomodnica de signos clinicos de
coccidiosis y el grado de su severidad a lo largo del periodo de prepatencia y patencia. Para
comparar las diferencias en la eliminacibn de OPGH entre grupos, en cada periodo post-
inmunizacién-desafio se registré y analizé la eliminacién total de OPGH/ave. La respuesta de
los anticuerpos policlonales hacia ambos zoitos asexuales de E. tenella posteriores a cada
Pl-desafio fue comparada entre grupos. La pollona de reemplazo fue la unidad experimental.
Todos los datos fueron recopilados y analizados por medio de un médulo de modelo lineal
general de ANDEVA. Se verifico previamente la distribucion normal y la homogeneidad de la
varianza de los datos con la prueba UNIVARIADA del software SAS/STAT 9.2 (SAS/STAT
9.2. SAS Institute Inc. Cary, NC, USA) y la prueba de Hartley respectivamente (Gill, 1978).
Cuando se determin6 alguna diferencia entre las medias de los grupos se efectliio post hoc

una prueba de comparacion multiple de medias de Tukey a una significancia para alfa de p
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<0.05. En las membranas PVDF electro transferidas se determiné la probable reactividad
inespecifica hacia el BSA y la inmunodominancia de los anticuerpos de cada grupo
experimental sobre ambas fases asexuales de E. tenella con base a la intensidad
colorimétrica de las bandas identificadas. El grado de reconocimiento en cada -carril
electroforético de cada zoito asexual de E. tenella analizado y su relacién con su respectivo
peso molecular del M fueron analizados por dos observadores independientes. Se

efectuaron tres ensayos de Western blot con la finalidad de discriminar singularidades.

2.5 Metodologia de evaluacion de la respuesta inmune humoral generada contra el

protozoario Apicomplexa aviar Eimeria tenella

2.5.1 Titulacion del antigeno de esporozoitos por medio de la técnica de ELISA
indirecta

Se sensibilizoé una placa (Maxisorb, Nunc 96) con el sobrenadante o el pellet del antigeno de
esporozoitos obtenidos de 5 ciclos de congelamiento-descongelamiento, o el SN de
esporozoitos tratados con buffer de lisis, se utilizaron diluciones dobles seriadas a partir de la
dilucién 1:2 6 1:10 del antigeno (20 pL de muestra en 180 pL de buffer de carbonatos) en
buffer de carbonatos 1X (carbonato de sodio 0.1 M, bicarbonato de sodio 0.1 M, pH 9.6),
colocando 100 pL de ésta dilucién por pozo, la cual se dejé incubando a 4°C toda la noche.
Se lavo la placa (300ul/pozo) cuatro veces con buffer de lavado 1X por 5 minutos cada una
con agitacién oscilatoria continua (300 rpm). La placa se bloqued por una hora a 37°C
colocando en cada pozo 100 uL de buffer de bloqueo (cloruro de sodio 0.125 M, 25 mM tris-
HCI pH 7.9, Tween- 20 0.1%, leche descremada al 5%). La placa se lavé (300ul/pozo) cuatro
veces con buffer de lavado 1X por 5 minutos c/una con agitacion oscilatoria continua (300
rpm). El suero de referencia de ave contra E. tenella se diluyo en buffer de bloqueo en dos
diluciones (1:10 y 1:100), se colocaron 100 yL/pozo y la placa se incubo por 1 hora a 37°C.
La placa se lavé nuevamente y se incubo con el segundo anticuerpo (IgG de cabra anti-IgY
de ave) acoplado a HRP diluido en buffer de bloqueo (1:1000) 1 hora a 37°C. La placa se
lavé nuevamente y se colocaron 100 ul/pozo de solucion reveladora (Por placa, se mezclan 5
mL del &cido citrico 0.1M y 5 mL de citrato de sodio 0.1M, se agregan 200 ul de una solucion
de 5 ug de OPD mas 20 uL de peroxido de hidrogeno al 30%), se dejan aproximadamente 5
minutos con agitacion a 150 rpm y la reaccién enzimética colorimétrica se detiene colocando
50 uL/pozo de solucién de frenado (acido sulftrico 2N). La placa se leyé a 450 nm en un

espectrofotometro (Epoch™ Bio-Tek, Winooski, VT, USA). La calidad del revelado se evallo
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con la prueba de maxima densidad oOptica (MDO), se colocaron 100 pL de la solucién
reveladora en una columna de la placa por duplicado, después se agregaron a cada uno de
los dos pozos de la fila A 100 pL de la solucion del segundo anticuerpo a una dilucion
1:1000, inmediatamente se efectuaron diluciones dobles seriadas a partir del primero hasta
el octavo pozo (Sambrook y Russell, 2001), los 100 pL sobrantes del uUltimo pozo se
eliminaron de acuerdo a la normatividad vigente para el manejo de residuos quimicos-
biol6gicos peligrosos (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002).

2.5.2 Titulacién con ELISA indirecta del suero hiperinmune de gallinas (Gallus gallus)
contra el antigeno de esporozoitos de E. tenella

La medicion de la reactividad del suero hiperinmune se efectio sensibilizando una placa
(Maxisorb, Nunc) con el antigeno contenido en el SN proveniente de 5 ciclos de
congelamiento-descongelamiento de esporozoitos de E. tenella. Inicialmente el antigeno se
diluyo 1/64 en buffer de carbonatos 1X colocando 100 uL de esta dilucién en cada pozo de la
placa, se dejo incubando a 4°C toda la noche. Pasado el tiempo de incubacion la placa se
lavo cuatro veces con buffer de lavado 1X (300ul/pozo), entre lavado y lavado la placa se
mantuvo 5 minutos en agitacién oscilatoria continua (300 rpm). Los pozos se bloquearon por
1 hora a 37°C colocando en cada pozo 110 uL de buffer de bloqueo (cloruro de sodio 0.125
M, 25 mM tris-HCI pH 7.9, Tween- 20 0.1%, leche descremada al 5%). Posteriormente la
placa se lavo 4 veces con buffer de lavado 1X (300ul/pozo), entre cada lavado la placa se
mantuvo 5 minutos en agitacién continua (300 rpm). Dos diferentes antisueros de gallinas
inmunizadas con dos diferentes dosis iniciales de E. tenella (Programa A= 5,000
ooquistes/ave; Programa. B= 10,000 ooquistes/ave) y dos refuerzos inmunoldgicos
posteriores con altas cantidades de ooquistes homdlogos se diluyeron en buffer de bloqueo
(1:5 a 1:640), como control negativo se probaron las mismas diluciones de suero de ave,
pero en este caso el antisuero era especifico contra el virus de la Diarrea Viral Bovina (Anti
herpe virus), se colocaron 100 pL/pozo y la placa se incubdé 1 h a 37°C. La placa se lavé
nuevamente y se incub6 con el segundo Ab (IgG de cabra anti-IgY de ave) acoplado a HRP
diluido en buffer de bloqueo (1:1000) 1 hora a 37°C. La placa se volvio a lavar y se colocaron
100 pl/pozo de solucion reveladora, se esperaron 10 minutos e inmediatamente se detuvo la
reaccion con 100 uL por pozo de solucién de frenado (H.SO4 2N), la placa se leyo a 450 nm
en un espectrofotobmetro. La calidad del revelado se evalio con la prueba de MDO de

acuerdo con lo descrito en el subcapitulo anterior (2.5.1).

58



2.5.3 Titulacion mediante ELISA indirecta del antigeno de merozoitos de E. tenella de
segunda generacion

Se sensibilizé una placa (Maxisorb, Nunc 96) con SN y pellet del antigeno de merozoitos de
segunda generacion utilizando diluciones dobles seriadas hasta 1:1,280 a partir de la dilucién
1:10 del antigeno (20 pL muestra en 180 pL buffer de carbonatos) en buffer de carbonatos

1X. El procedimiento ELISA fue similar al descrito en el subcapitulo 2.5.2.

2.5.4 Titulacion del suero hiperinmune de ave contra el antigeno de merozoitos de
segunda generacion de E. tenella mediante ELISA indirecta

Se probd la reactividad del suero hiperinmune que se empled como referencia contra el
antigeno del merozoito, se sensibilizo una placa (Maxisorb, Nunc) con 1 ug constante del SN
de merozoitos de E. tenella (clave Mz15), el antigeno se diluyo a 1 ug/pozo en buffer de
carbonatos 1X. El procedimiento ELISA fue similar al descrito en el subcapitulo 2.5.1.

2.5.5 Caracterizacion de polipéptidos en los sobrenadantes de antigenos de
esporozoitos y merozoitos de segunda generacion de E. tenella por medio de Western
blotting

Se preparo un gel de SDS- acrilamida- bis acrilamida al 12% y se colocaron en cada pozo 20
Kg del antigeno de Sz y Mz previamente desnaturalizados a 94°C por 10 min en buffer de
carga de proteinas (1x). Se elaboraron dos geles idénticos, uno para tefir con CBB y el otro
para transferir a una membrana de PVDF. En un pozo del gel se depositaron 10 uL del
marcador de peso molecular de proteinas (M) (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
Cat. 26616, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA) y un control negativo de BSA
(10 pg/pozo). El gel se sometié a electroforesis vertical submarina con una corriente de
anodo a catodo de 60-70 V, 110 mA y 80 watts durante 2:30-3:00 horas, o bien hasta el
momento que el indicador o banda de color del marcador de menor peso molecular se
encontraba por salir del campo visual del gel. Al finalizar la corrida electroforética, se activd
por un minuto en metanol absoluto una membrana PVDF. Posteriormente la membrana se
retir6 e hidrato con agua destilada hasta el momento de efectuar la electro- transferencia
semihimeda de proteinas a partir del SDS-PAGE, la membrana activada se conservaba a
4°C hasta su uso. El SDS-PAGE se retird y corto a la medida de los canales de corrida con el
antigeno de interés, esto con la finalidad de tefiir el antigeno repetido/espejo de Sz y Mz de
segunda generacion de E. tenella en solucion CBB durante 24 horas, después el gel se

destifio y el patron de las proteinas tefiidas se comparé con el patron de proteinas
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identificadas con el anticuerpo primario bajo la reaccion enzimética generada con el Ab
secundario en WB. Los filtros se humedecieron con buffer de transferencia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20 %, pH 8.3, buffer submarino usado para transferencia semi-
hameda) y se colocaron en el dispositivo de electro- transferencia, primero un filtro grueso,
se humedecié con buffer de transferencia, se colocé el filtro fino y este se embebié con el
mismo buffer, encima se deposité la membrana de PVDF activada y encima de la membrana
se colocod el SDS-PAGE, este se cubri6 con un filtro fino y uno grueso previamente
humedecidos con buffer de transferencia, se retiraron las burbujas aplanando los filtros
superiores con un rodillo ex professo, se cerré el aparato asegurando el contacto de los
conductores eléctricos y se aplico una corriente eléctrica directa de anodo a catodo de 80 V,
110 mA y 80 Watts de carga durante 1:30 h. Al término de la transferencia eléctrica se retird
la membrana PVDF del dispositivo y se bloqueé inmediatamente colocandola en un
recipiente con 30 a 50 ml de buffer de bloqueo (buffer de lavado 1X més leche descremada
al 5%.), se incubo por 60 minutos en agitacion o bien O/N a 4°C. Después cada membrana
se coloc6 en un contenedor individual y se lavd por cinco periodos de 5 minutos cada uno
con buffer de lavado 1X (1.25 M NacCl, 250 mM de Tris-HCI pH 7.9, Tween 20 1%) y un
periodo adicional de 5 minutos con PBS 1X (Fosfato de sodio monobésico 0.1 M, fosfato de
sodio bibasico anhidro, cloruro de sodio 0.15 M) en agitacién continua a 300 rpm. Se retiro el
exceso de buffer y se agregé el antisuero de ave a una dilucion apropiada (1:100, 1:200). Se
incubo a 37°C por 1 h en agitacién constante, al término de la incubacion, cada membrana
se lavoé por cinco periodos de 5 minutos con buffer de lavado 1X en agitacién a 300 rpm. Las
membranas se incubaron con el 2° anticuerpo anti IgY de ave acoplado a HRP en una
dilucién 1:1500 en buffer de bloqueo 1x por 1 h a 37 °C. Después se lavé por cinco periodos
de 5 minutos con buffer de lavado 1X en agitacion a 300 rpm. Se retiro el exceso de buffer y
la membrana PVDF se colocé en la solucién reveladora preparada con 9 ml de agua
destilada, 1 ml de Opti 4CN y 0.2 ml del sustrato (Opti-4CN™ Substrate Kit 170-8235,
BIORAD® Hercules, CA, USA) a temperatura ambiente y agitacion constante (210 rpm) por 5
min o hasta que comenzaba a revelarse (Sambrook y Russell, 2001). Cuando se observaron
bandas la membrana se retir6 de la solucion reveladora y se enjuago con abundante agua
destilada, la membrana se colocé entre dos hojas de papel Bond A4 90g y bajo presion se
dej6 secar O/N, después la imagen de cada membrana se fotodocumento con una camara
Canon EOS Rebel SL1 (Canon Inc. Tokyo, Japan).
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2.6 Evaluacién del probable uso de anticuerpos policlonales versus Eimeria sp, como
reactivo-ligando para el tamizaje de dos bibliotecas aleatorias de Phage display

Diferentes investigaciones han probado exitosamente el uso de inmunoglobulinas Y
obtenidas de la yema de huevo en el control de diversas enfermedades infecciosas que
afectan a las aves domésticas (Xu et al, 2011, Gadde et al, 2015). Lo cual muestra que la
estimulacién de receptores tipo “B” ofrece una posibilidad para prevenir y controlar las
enfermedades en la gallina doméstica (Dalloul y Lillehoj, 2006; Wallach, 2010; Wiedmer et al,
2017). Este mismo tipo de inmunidad es la que se genera al administrar mimétopos
inmunogénicos seleccionados con Phage display (Prudencio et al., 2010; Gazarian et al,
2011). Recientemente se ha documentado la utilidad del uso oral de IgYs de la yema de
huevos de gallinas pre-inmunizadas contra Eimeria sp, sobre la proteccion contra infecciones
por coccidia. Lee et al (2009a) utilizé profilacticamente un liofilizado de IgYs especificas
obtenido de la yema de huevo de gallinas pre- inmunizadas contra tres especies de Eimeria
sp (Supracox®, SC), los resultados mostraron que la profilaxis oral con estas
inmunoglobulinas multivalentes en pollos jovenes confiere proteccion significativa contra un
desafio con E. acervulina. En otra investigacion, los mismos autores hicieron hincapié sobre
la eficacia del mismo producto de IgYs sobre la infeccién experimental con E. maxima y E.
tenella (Lee et al, 2009b). Recientemente, al utilizar en el alimento de pollos de engorda
profilacticamente un liofilizado hiperinmune de IgYs multivalentes provenientes de la yema
de huevos de gallinas inmunizadas con cinco especies de Eimeria, Xu et al (2013a)
mostraron proteccion significativa contra la infeccién experimental con E. tenella. Lo cual
determina que el uso de IgYs en la gallina doméstica de forma pasiva protege contra las
infecciones con E. tenella. Sin embargo, a la fecha no existe informaciéon acerca del uso
terapéutico per os 0 a través del agua de bebida de IgYs provenientes de la yema de huevos
de aves previamente inmunizadas con Eimeria sp durante el periodo activo de infecciéon con
E. tenella (inmunidad pasiva). Por lo cual para verificar el grado de proteccién con este tipo
de producto (SC), se evalulo el grado de proteccién in vivo cuando este se administra a aves
SPF Leghorn y estas son infectadas experimentalmente con un inoculo tipo crowded dose (3

x 10* ooquistes esporulados/ave) de una cepa heteréloga de E. tenella.

Inmunoproteccion con anticuerpos policlonales IgY provenientes de la yema de
gallinas domésticas inmunizadas contra E. acervulina, E. maxima y E. tenella
administradas a aves SPF Leghorn White infectadas con una cepa salvaje de E. tenella

En México existia en el mercado de suplementos médico-avicolas (hasta el inicio del

61



presente estudio) un producto con base a una suspension liquida de IgYs provenientes de
las yemas de huevos de aves hiperinmunizadas previamente por via oral con ooquistes
esporulados de E. acervulina, E. maxima y E. tenella (SC) (Morales y Lucio, 2012). Con base
a los objetivos del presente estudio se pensé que era factible que la suspensién comercial de
inmunoglobulinas Y pudiera utilizarse para el tamizaje de bibliotecas de Ph D con la finalidad
de poder identificar mimotopos inmunogénicos e inmunoprotectores de alguna de las fases
infectivas de E. tenella. Sin embargo, no existen investigaciones previas que determinen la
caracterizacion de funcionalidad de estas mismas IgYs desde el punto de vista bioldgico,
molecular o de inmunoproteccion terapéutica in vivo contra cepas heter6logas mexicanas
como nuestra cepa de E. tenella en estudio (Los estudios previos de Lee et al., 2009a,b con
el producto SC fueron efectuados en el laboratorio de la Dra. Lillehoj en Beltsville, MD, USA,
utilizando cepas norteamericanas). En un estudio previo de tesis de Maestria en Ciencias
llevado a cabo en México (Castelld, 2009) con este mismo producto (SC) no se logré
efectuar la caracterizacion inmunolégica de estas IgYs en laboratorio (ELISA y Western blot).
Por lo que para poder utilizar estas inmunoglobulinas como herramienta para el tamizado en
Ph D se requeria previamente verificar si efectivamente la proteccién que ofrece este
producto (antigenos tipo B) es estadisticamente valida cuando las aves se enfrentan a una
infeccidén con una cantidad de ooquistes de una cepa patdgena de E. tenella local mexicana
mas alla del umbral de dosis para saturacion (crowded dose) (Williams, 2001), si fuera asi,
se procederia a caracterizar esta suspension con un enfoque de reconocimiento
inmunolégico molecular (ELISA, SDS-PAGE, WB) lo suficientemente apropiado para
estudios de caracterizacidn posterior, esto con la finalidad de poder utilizar estos anticuerpos
como ligandos para la identificacién y seleccion de fagotopos a través de Ph D (evaluacion
de probables mimotopos verdaderos del esporozoito de E. tenella identificados y

seleccionados por Ph D).

2.6.1 Infeccion con E. tenella para evaluar el grado de proteccién de anticuerpos
policlonales IgY vs Eimeria sp terapeuticamente administrados a aves SPF

Se determiné el grado de proteccién en aves SPF Leghorn White por medio de inmunidad
pasiva oral con un producto comercial (SC) compuesto por inmunoglobulinas Y policlonales
provenientes de aves inmunizadas previamente con Eimeria sp., a través de la infeccion con
una alta cantidad de ooquistes esporulados de una cepa heteréloga de E. tenella. Para lo
cual durante el periodo de prepatencia del desafio el producto (SC) se administré per os en

agua de bebida (Debido a que la fecha de caducidad del compuesto estaba en el limite se
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decidié probar una dosis con una concentracion 2x a la recomendada por el proveedor). Esta
prueba contribuyé a evaluar ademas el disefio experimental del modelo de infeccion-desafio
a utilizar posteriormente durante las pruebas de potencia con los inmundgenos generados
con los mimétopos del esporozoito de E. tenella. Esta prueba fue muy valiosa ya que
ademas de permitir constatar la efectividad que tiene la inmunidad humoral pasiva (Abs de
antigenos tipo “B”) a través de la inmunoterapia utilizando las IgYs del producto (SC)
administradas directamente al ingluvies de las aves una vez cada 24 horas durante los 7
dias del periodo de prepatencia, facilito la adquisicion de experiencia en la evaluacion
especifica del grado de patogenicidad de la cepa de E. tenella utilizada a la dosis de
infeccion empleada (3 x 10° ooquistes/ave) en la estirpe de las aves a utilizar en el estudio.

2.6.2 Animales experimentales

Se adquirieron 64 huevos fértiles SPF (ALPES, S.A. de C.V. Tehuacén, Puebla, México) que
fueron incubados y eclosionados en el Dep. de Med. y Zoot. de Aves de la F.M.V.Z.-
U.N.A.M. Después de su nacimiento todos los pollitos de un dia de edad fueron alojados
durante cuatro semanas en un corral libre de Eimeria sp, posteriormente se trasladaron y
alojaron 8 semanas en jaulas con piso de criba metalica. Se proporciono un calendario de
iluminacién, temperatura, humedad, agua potable de bebida y alimento ad libitum libre de

drogas anticoccidianas de acuerdo a la edad y estirpe de las aves.

2.6.3 Parésitos

Se utilizé una cepa salvaje de E. tenella aislada de un brote clinico en una granja comercial
de Querétaro, México. La separacion de ooquistes de las heces, esporulacién y condiciones
de almacenaje estan descritos por doquier (Ryley et al., 1976; Long et al., 1976). La
metodologia para preparar dosis infectantes y cuantificar ooquistes en heces vy tejido cecal
ha sido previamente ya descrita (Long y Rowell, 1958, 1975; Tomley, 1997; Juéarez et al.,
2002). Para contar con ooquistes frescos (<4 semanas después de su esporulacién) los

parasitos se propagaron cada 2—3 meses en aves SPF Leghorn de 3—4 semanas de edad.

2.6.4 Antisuero e IgYs policlonales de la yema de huevo versus E. tenella

El suero inmune de referencia para usar en las pruebas de ELISA y Western blotting se
obtuvo a partir de nueve aves hibridas de 8 semanas de edad (Hampshire x Rhode Island
Red x Plymouth Rock Barred) alojadas en jaulas convencionales libres de Eimeria sp. Las

aves fueron inoculadas directamente en ingluvies con 5 x 10® ooquistes esporulados de E.
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tenella. Las aves recibieron dos refuerzos de ooquistes via oral con intervalos de cuatro
semanas. El grupo control negativo de aves no-inmunizadas (n=4) se mantuvo bajo las
mismas condiciones en una unidad adyacente libre de Eimeria sp., las aves recibieron
directamente en ingluvies PBS estéril cada fecha de inmunizacién/refuerzo. Dos semanas
después de la ultima inmunizacién todas las gallinas fueron sangradas a partir de la vena
radial del ala. La sangre se dej6 coagular a temperatura ambiente (22—-24°C) 1 % hora,
después permanecio O/N a 4°C, después el suero fue separado y centrifugado a 2000 x g 5
minutos, se alicuotaron en tubos de 1000 pL y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Las
inmunoglobulinas de yema de huevos de aves inmunizadas contra E. tenella se obtuvieron
de cuatro pollonas SPF Leghorn White de 12 semanas de edad que fueron criadas en jaula
con piso de criba metélica dentro de una unidad libre de Eimeria sp., se les inyecto
subcutaneamente con una vacuna formulada con 100 pg de esporozoitos purificados
inactivados mezclados con adyuvante con base a nanoparticulas IMS 1313 N VG PR
(Seppic Montanide™, Puteaux, France) (50:50) (EtSz-IMS1313) (Juarez-Estrada et al.,
2021a). Todas las aves recibieron un refuerzo via Sc con el mismo tipo de inmundégeno tres
ocasiones con intervalos de dos semanas. Dos aves SPF Leghorn White de la misma edad
se mantuvieron bajo las mismas condiciones en una unidad adyacente y fueron inyectadas
Sc con PBS estéril. Se obtuvieron muestras de sangre de todas las aves de la Vena cutanea
ulnaris dos semanas después de cada inmunizacion. El suero fue obtenido por coagulacion
de las muestras (1 ¥ hora a temperatura ambiente y después a 4°C O/N, al dia siguiente se
separé y centrifugo a 2000 x g por 5 minutos), se alicuoto en tubos de 1000 uL y se
almaceno a -20°C hasta su uso. Algunos huevos de cada gallina SPF Leghorn White se

recolectaron en este mismo periodo con la finalidad de obtener IgYs a partir de las yemas.

2.6.51gYs policlonales de yema versus Eimeria sp., para el ensayo de inmunoterapia

Se utilizo una suspension de IgYs provenientes de la yema de huevos de gallinas
inmunizadas contra E. acervulina, E. maxima y E. tenella (Supracox™, SC) (Investigacion
Aplicada, Sociedad Andénima de Capital Variable [IASA], Puebla, México) para inmunoterapia
en aves infectadas con una dosis de sobresaturacion de ooquistes esporulados de E. tenella.
La suspensiéon SC se prepar6é con yemas de huevos de aves SPF Leghorn White que fueron
hiperinmunizadas oralmente con ooquistes vivos de E. acervulina E. maxima y E. tenella. El
programa de inmunizacién consistié en infectar oralmente a las aves con 6,000 ooquistes
esporulados de las tres especies de Eimeria ya referidas (Los fabricantes no indican si los

6000 fueron de cada especie o la proporcionalidad de cada una dentro de la mezcla del
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inoculo). Este esquema de inmunizacion inicio a los 60 dias de edad de las gallinas y
continto con refuerzos orales cada 4 semanas a lo largo del periodo de ovoposicion. Las
IgYs se obtuvieron al remover los componentes lipidicos de la yema con solventes, a lo que
se continud con una precipitacion de proteinas, posteriormente estas se purificaron. Las IgYs
obtenidas se sometieron a una aspersion en seco (spray-dried) y después se suspendieron
en agua estéril y conservadores (Avid AL, Unisyn Technologies, Tustin, CA, USA). La
concentracion de proteina en el SC se cuantifico con la técnica de Bradford (BioRad,
Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante del reactivo.

2.6.6 Anticuerpos IgY de yema versus el esporozoito de E. tenella

Las inmunoglobulinas IgY provenientes de la yema de huevos de gallinas inmunizadas con el
esporozoito completo inactivado de E. tenella fueron aisladas de acuerdo con la metodologia
descrita por Akita y Nakai (1993). Inicialmente la yema se separ6 de la albumina, la yema se
mezclé con agua destilada estéril fria (v/iv, 1:10). El pH de la mezcla se ajusté a 5.1
afiadiendo 0.1 mol 1! HCI, se incubo a 4°C O/N. El SN acuoso con la mayor cantidad de
IgYs se obtuvo al centrifugar la mezcla a 10,000 x g a 4°C 25 min, esta fraccion se filtr6 a
través de un filtro de papel Whatman no. 1. Con la finalidad de precipitar y purificar las IgYs
de este sobrenadante filtrado se efectuaron dos precipitaciones con sales. En la primera se
afadi6 sulfato de amonio [(NH4).SO4] a un 35% de saturacion, la mezcla se agito una hora a
4°C. El precipitado se colecto al centrifugar esta mezcla a 10,000 x g a 4°C 25 min, y se
resuspendié con agua desionizada (~1,500 pL). En la segunda precipitacion, el (NH4).SO4 se
afiadié a un 20% de saturacion, la mezcla se agito una hora a 4°C. El precipitado se colecto
nuevamente por centrifugacion a 10,000 x g a 4°C por 25 minutos y se resuspendié en PBS
1X (0.01 M, pH 7.4). Finalmente, esta suspension se dializo contra mas PBS 1X estéril, se le

afadié Gentamicina y se congelo a -20°C hasta el momento de utilizarla.

2.6.7 Aislamiento y purificacién de esporozoitos y merozoitos de E. tenella
La obtencion y purificacion de las dos fases asexuales de E. tenella, se efectlo de acuerdo

con lo descrito previamente (2.2 'y 2.3).
2.6.8 Preparacion de la suspension de Ags de esporozoitos y merozoitos E. tenella

La obtencién de antigenos solubles del esporozoito y merozoito de segunda generacion de

E. tenella se efectlo de acuerdo con lo descrito previamente (2.2.4 y 2.3.3).
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2.6.9 SDS-PAGE y analisis de pureza de los Abs IgY de la yema de huevo del SC

La calidad y pureza de las inmunoglobulinas IgY contenidas en la suspension comercial SC
se determinaron por medio de electroforesis en un gel de acril-bisacrilamida (SDS-PAGE). La
electroforesis SDS-PAGE se efectlo bajo condiciones reductoras y desnaturalizantes
utilizando un gel concentrador al 7% y un gel separador al 12% en un recipiente para
electroforesis (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). La visualizacién de bandas se
efectuo al tefiir el gel con CBB y aclarar posteriormente el gel durate 24 horas con solucién
destefiidora. La pureza de los anticuerpos en la solucion se evalluo a partir de una imagen
digital (Canon EOS Rebel SL1, Canon Inc. Tokyo, Japan) de las dos cadenas de IgYs en el
gel SDS-PAGE fijado entre dos capas de celofan dulce, la pureza se calculé al sustraer el
fondo y medir el &rea de de densidad de ambas bandas, se consider6 como contaminante
cualquier banda de mayor contraste al fondo licido que no estuviera delimitada dentro del
area estipulada para las dos bandas ya referidas (cadena pesada ~68 kDa y ligera ~27 kDa).
El porcentaje de no-pureza se determind con base al diferencial del area que ocupaban las
bandas no-coincidentes a lo largo del area cuadrada total del carril, el diferencial de estas
bandas con el &rea total del carril sustrayendo el fondo y el area de densidad de las dos
cadenas de IgY se consider6 como porcentaje de pureza, esta mediciébn se ratificé por
medio del analisis del gel midiendo la densidad después de la sustraccién del fondo usando

la herramienta de andlisis de gel Image J.JS ImJoy, (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html). La

actividad inmunolégica de las inmunoglobulinas se evalio con ELISA y Western blot. La
actividad biolégica se determind con el ensayo de proteccion a través de inmunidad pasiva

oral utilizando dos diferentes concentraciones de IgYs.

2.6.10 ELISA

Los sueros obtenidos en los esquemas de inmunizacion oral (5,000 ooquistes esporulados
de E. tenella/ave) y subcutanea (100 pg de esporozoitos completos inactivados de E.
tenella/ave) se evaluaron con una prueba de ELISA indirecta su inmunorreactividad hacia los
SN de Sz y Mz de E. tenella. La prueba se efectio esencialmente como lo describe
Constantinoiu et al. (2007) utilizando como antigenos los dos mismos ciclos de vida de E.
tenella. Brevemente, se sensibiliz6 una placa (MaxiSorb, Nunc, Roskilde, Denmark) con 1
Mg/pozo de cada antigeno de Sz o Mz en 100 uL de buffer de carbonatos (0.1 M de
bicarbonato de sodio y 0.1 M de carbonato de sodio, pH 9.6) a 4°C O/N. Los pozos del
control negativo se incubaron solamente con 100 pL del buffer de carbonatos. Después de

lavar la placa cuatro veces por medio de agitacion con una solucién salina (120 mM NacCl, 25
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mM Tris-HCI, pH 7.9) con 1% de Tween 20 (SST), los sitios de unién no especificos se
bloguearon agregando 110 uL de leche descremada al 5% en SST (SSLT) e incubando la
placa 1 hora a 37°C. Después de lavar la placa cuatro veces con SST, se agregd por
duplicado a los pozos de prueba el antisuero diluido en SSLT (1:10 y 1:100) y se incubaron 1
hora a 37°C. En cada placa se incluydé un control positivo y negativo. Después de su
incubacion, las placas se lavaron cuatro veces con STT y posteriormente se incubaron con
Su respectivo anticuerpo secundario anti-pollo conjugado con HRP diluido 1:1000 en SSLT.
Después de una hora de incubacién a 37°C, las placas se lavaron cuatro veces y la reaccion
enzimatica se evidencio al afiadir 100 pyL del cromégeno OPD, a una concentracion de 5
Mg/10 mL en buffer de citratos (0.1 M &cido citrico, 0.1 M citrato de sodio p.H. 4.5,y 20 pL de
H.0; al 30%), la reaccidén se desarrolld en condiciones de oscuridad durante un periodo de
10 min en agitacion moderada. La absorbancia producida por la hidrolisis del sustrato se ley6
a 450 nm. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Las IgYs del SC y las
inmunoglobulinas policlonales de la yema de huevo contra el esporozoito de E. tenella se
diluyeron (1:100) y ambas muestras se detectaron con un anticuerpo secundario anti-pollo
conjugado con HRP. Cuando fue requerido se incluyeron controles positivos y negativos. Los
pozos se llenaron con 100 uL del anticuerpo secundario diluido 1:6000 en SSLT. Después de
una hora de incubacién a 37°C, las placas se lavaron 4 veces y la reaccién enzimatica se
desarrollé afiadiendo 100 uL del cromégeno TMB SS supersensible (3,3',5,5"-
Tetramethylbenzidine liquid substrate system, SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA), a una
concentracion de 10 ug/10 mL en buffer de citratos, por 10 min bajo oscuridad en agitacion.
La reaccion enzimatica se detuvo al afiadir 100 yL de solucién de paro (2N H,SO,). La
absorbancia se ley6 a 450 nm. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Las

muestras se analizaron en 3 eventos distintos con la finalidad de identificar valores atipicos.

2.6.11 SDS-PAGE y Wester blot

Dos geles de SDS-PAGE al 12% fueron utilizados para separar las fracciones polipeptidicas
de cada etapa asexual zoito de E. tenella descritas anteriormente (20 pg/canal). Uno de los
geles fue tefiido con CBB y de acuerdo con lo descrito por Constantinoiu et al. (2008) su gel
espejo se electro transfiri6 a una membrana de PVDF. La membrana se probdé con el suero
anti- E. tenella (1:100), las IgYs del producto SC (1:25), y los anticuerpos IgY de yema
especificos contra el esporozoito de E. tenella (1:25). Se utiliz6 un anticuerpo secundario de
conejo anti-pollo conjugado con HRP diluido 1:1500 (v/v). Las bandas en la membrana se
visualizaron con DAB (10 mg/5 ml) (SigmaFast™, Sigma-Aldrish, St Louis MO, USA). Las
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bandas predominantes en las membranas de transferencia de WB fueron identificadas y
evaluadas por dos observadores independientes con la finalidad de detectar peculiaridades y

consensar con base al M testigo su masa molecular experimental especifica.

2.6.12 Disefio experimental

Sesenta y cuatro aves SPF Leghorn White de un dia de edad fueron criadas juntas, a los 28
dias de edad las aves se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos de tratamiento con
cuatro repeticiones cada uno (n=4 aves/réplica). Las aves del grupo uno no recibieron SC
(IgYs) se les administro Unicamente 2 mL de PBS 1X estéril y fungieron como el grupo
testigo no-tratado no-infectado. Las aves en el grupo dos se suplementaron una vez al dia
per os de acuerdo con la dosificacion recomendada por el fabricante (2 mL= 60 mg/ave)
durante el periodo de prepatencia de E. tenella (7 d). Las aves en el tercer grupo recibieron
diariamente per os durante el mismo periodo de prepatencia el doble de la dosis del
complejo de inmunoglobulinas IgY policlonales recomendada por el fabricante (4 mL= 120
mg/ave). Las aves en el cuarto grupo fueron el grupo testigo positivo a la infeccién, se les
administro Unicamente 2 mL de PBS estéril 1X/ave, este grupo se infectd. La tabla 2 muestra

los detalles del disefio experimental por grupo.

Tabla 2. Disefio experimental de infeccién y grupos

Dosis Dosis de
Numero o Dias de Edad de _
Grupo Suplemento Diaria ) ) o ooquistes
de pollos terapia oral infeccién (i)
(mg/ave) por ave**
1 16 - - 0 - -
2 16 IgY* en SC 60 7 86 3x10*
3 16 IgY* en SC 120 7 86 3x10*
4 16 - - 0 86 3x10*

* Suspension para administrar en agua de bebida de anticuerpos IgY de yema de gallinas
inmunizadas con Eimeria sp (Supracox™ SC; I.A.S.A., Puebla, México)

** Qoquistes esporulados de una cepa salvaje de campo de E. tenella

A los 86 dias de edad, todas las aves se pesaron, las aves de los grupos 2, 3y 4 se
desafiaron oralmente con 3 x 10* ooquistes esporulados de E. tenella/ave. Durante el periodo
de prepatencia se registr6 diariamente en cada grupo la signologia clinica y la mortalidad

sugestiva a coccidiosis, a cada ave muerta se le efectlo la necropsia sistematica. Las heces
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de las aves en cada grupo de tratamiento se colectaron de forma separada del dia 5 al 7 PI.
El consumo de alimento por ave durante el periodo prepatente fue registrado diariamente. Al
dia 7 PI, todas las aves de todos los grupos se pesaron, se sangraron del ala y se les aplico

eutanasia de acuerdo con la NOM 033-ZO0-2010 (Norma oficial mexicana).

2.6.13 Desafio-Infeccién

La dosis se seleccion6 con base a la caracterizacion de la cepa hecha previamente, esta
dosis considera al menos una calificacion en la severidad de las lesiones de +3 a +4 en la
escala de Johnson y Reid (1970) en aves sin proteccidén anticoccidiana, y una diferencia
significativa de ganancia de peso corporal = 30-35% con relacion al grupo testigo negativo
no-tratado no-desafiado (Danforth, 1998; Shivaramaiah et al., 2010). La dosis empleada esta
considerada para que de manera superlativa supere en todo caso el peor escenario de
infeccidbn que potencialmente podria presentarse de manera imprevista en las granjas
comerciales de pollo de engorda (Wallach, 1997). Previo a la fecha de la infeccién, durante
una semana se examinaron microscépicamente por flotacién en solucién de cloruro de sodio
saturada (> 5 M) cinco muestras aleatorias de heces de cada uno de los grupos con la
finalidad de verificar que se encontraban libres de cualquier tipo de infeccion por coccidia
(Juarez, 1998). Los ooquistes esporulados de E. tenella utilizados como inoculo se

suspendieron en PBS 1X estéril, la dosis se ajusté a 2 mL de inoculo/ave.

2.6.14 Parametros para evaluar la eficacia de la inmunoterapia

La eficacia de la inmunidad pasiva con las IgYs hiperinmunes a Eimeria sp (SC)
administradas per os durante la prepatencia de la infeccién experimental severa con E.
tenella se evaluo con base a la tasa de viabilidad, ganancia de peso corporal (GPC),
calificacion de la severidad de las lesiones, conversién alimenticia g:g (CA), porcentaje de
hematocrito (HCT), cantidad de ooquistes por gramo de heces (OPGH), ooquistes por gramo
de tejido de sacos ciegos (OPGT) e indice anticoccidiano (IAC). La tasa de supervivencia se
estimo6 dividiendo el nimero de aves sobrevivientes entre el nimero de aves iniciales x 100.
El peso corporal (g) se midio al dia 86 de edad (antes de la infeccién) y al dia 93 (7 dias PI).
La ganancia relativa de peso (GRP) se calculé como sigue: (ganancia promedio de peso
corporal en las aves de los grupos tratados o no-tratado infectado) / (la ganancia promedio
de peso corporal de las aves en el grupo control no-tratado no-infectado) x 100%. Al dia 7 PI,
las lesiones cecales en ambos sacos ciegos de las aves infectadas fueron calificados de

acuerdo a una escala (0= ausencia lesiéon, 1= leve 2= moderada, 3= severa, 4= muy severa 0
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muerte) en una modalidad de doble ciego por dos observadores calificados independientes
(J.E.M.-A., & S.G.F.-D.) que siguieron el método descrito por McManus et al (1968)
perfeccionado por Johnson y Reid (1970). Se ha mostrado que con base al tamafio del grupo
experimental de tratamiento y la variabilidad dentro de las aves, una diferencia de >0.6 en la
media de lesiones entre los grupos de tratamiento es estadisticamente significativa
(Karkhanis et al., 1991). Se determino el indice protectivo con base a la calificacién de la
severidad de lesiones (IPSL), este indice ayuda a determinar el grado de proteccion con
base a la reduccién de lesiones observadas en el grupo tratado e infectado en comparacién
a las lesiones registradas en el grupo testigo no-tratado infectado: [1- (IC/NIC)] X 100%,
donde IC= Promedio de la calificacion de lesiones en el grupo tratado e infectado y NIC=
Promedio de la calificacién de lesiones en el grupo no-tratado infectado, donde la cepa y
dosis de desafio es la misma para ambos grupos. Una reduccién en la calificacion de
lesiones de 65% 0 mas se considera protectivo (Danforth, 1998). La CA se expresd como la
proporcion en gramos de alimento consumido por gramos de peso corporal ganado durante
el periodo de prepatencia/ave. Al dia 7 PI, cada una de las aves incluyendo las del grupo
control no-tratado no-desafiado fueron sangradas, la proporcion de HCT se determind a
partir de cada una de las muestras. Para el conteo de OPGH, las aves de cada grupo (16
aves/grupo) fueron colocadas en jaulas de piso metalico cribado (4 aves por jaula), las heces
de cada jaula se recolectaron entre el dia 5y 7 Pl. Las heces se resuspendieron en 2 litros
de dicromato de potasio al 2.5%. Los OPGH se determinaron de acuerdo con lo descrio por
Long y Rowell (1958). Los OPGT se cuantificaron de forma analoga a lo descrito por Juarez
et al (2002). El porcentaje de proteccién basado en la disminucién de la eliminacion de
ooquistes (DEO) se determiné con base a la metodologia planteada originalmente por Rose
y Mocket (1983), se calcula de la siguiente forma: (NUmero de ooquistes en las aves testigo
no tratadas e infectadas — NUmero de ooquistes de las aves que fueron tratadas e
infectadas) / (NUmero de ooquistes en las aves testigo no tratadas e infectadas) x 100%. Una
reduccion en el porcentaje de ooquistes eliminados del 65% o0 mas es considerado protectivo
(Danforth, 1998). El indice anticoccidiano (IAC) es un criterio sintético utilizado para evaluar
el efecto protectivo de un tratamiento con drogas quimicas o antibidticos poliésteres
ionéforos contra coccidia, el IAC determina el efecto del desafio sobre los principales
pardmetros protectivos en evaluacion, actualmente se utiliza también para evaluar el efecto
protector inducido por inmunégenos (en el caso del presente proyecto los mimétopos del
esporozoito de E. tenella de las clonas candidatas obtenidas por medio de Ph D) o bien la

suspension SC (Anticuerpos policlonales IgYs provenientes de aves inmunizadas contra
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Eimeria sp). Se calcula como sigue: (Porcentaje relativo de sobrevivencia + porcentaje
relativo de ganancia corporal) — (indice de lesiones + indice de ooquistes) (McManus et al.,
1968). El criterio determina que los grupos se encuentran protegidos ante el desafio cuando
su IAC es de 160 o mayor, parcialmente protegidos cuando su IAC es de 120 a 160; y sin

proteccién cuando su IAC es menor a 120.

2.6.15 Estudio histolégico

El grado de afeccion a los tejidos de los sacos ciegos de las aves sacrificadas se evallo a
través de un estudio histologico. Después de calificar las lesiones macroscopicas cada uno
de los dos sacos ciegos se diseccionaron por la parte media, se obtuvo una pieza anatémica
de 20 milimetros de longitud cortada a lo largo de la linea de insercion de la serosa
mesentérica, el 6rgano se extendidé por el lado de la mucosa cecal, sin tocar la mucosa, los
dos extremos de la pieza anatémica se fijaron a una pieza de cartoncillo blanco (hoja de 65
g) por medio de una grapa metalica fijada en cada extremo del érgano de forma transversal,
la pieza completa se introdujo a un frasco con cuello de botella ancho (12 cm) con formalina
buferada al 10%, después de 72 horas de fijado el érgano este se cortd y proceso por medio
de su inmersién en parafina, los bloques se cortaron en secciones seriadas de un grosor de
4-um los cuales se montaron en una laminilla y fueron tefiidos con hematoxilina-eosina. Las
laminillas se estudiaron en un microscopio compuesto, la descripcion comparativa entre
grupos se efectto de acuerdo con la comparacion de la respuesta celular inflamatoria,
celular y reparativa por parte de cada huésped, la descripcién se efectlio con la asistencia de
un especialista en patologia veterinaria adscrito al Dep. de Med. y Zoot. de Aves (S.G F.-D).
Por grupo de tratamiento y muestra a nivel de mucosa, submucosa, muscular y serosa se
determinéd el grado (Ausente, Leve, Moderado, Grave) de inflamacion, necrosis, atrofia de
vellosidad, hemorragia, edema, fase parasitaria de endodiogenésis, formacion de la pared
del ooquiste (cuerpos formadores de la pared del ooquiste tipo | y Il), fases del parasito

viables o degenerados, fibrosis, presencia de bacterias y su magnitud.

2.6.16 Andlisis estadistico.

Todos los datos fueron sujetos a un andlisis de varianza (ANDEVA) utilizando un modelo
lineal general (GLM) para variables de tipo contindo empleando el software SAS (SAS/STAT
9.2 software, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). La distribucién normal de residuales y la
homogeneidad de varianza de los datos se probaron por medio de un procedimiento

univariado (SAS) y la prueba de Bartley respectivamente (Gill, 1978). Las aves sujetas a
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eutanasia para la observacién de lesiones, la contabilizacion de los ooquistes y la proporcion
HCT (cuatro por réplica) constituyeron la unidad experimental. EI nimero de ooquistes
contabilizados se transformé por medio de la raiz cubica de la enumeracion aritmética. Los
datos se expresan como media aritmética + DE (desviacion estandar). Para el resto de las
variables de respuesta experimentales, cada jaula fue considerada como unidad
experimental (cuatro por tratamiento) los datos se expresaron como media aritmética + ESM
(error estandar de las medias). Cuando el ANDEVA denoto diferencia se efectido un
procedimiento comparativo de medias pos hoc por medio de la discriminacion de la
diferencia minima significativa la cual se verifico por medio de la ecuacion de la prueba de
Tukey con un nivel de significancia para alfa de 5% (Gill, 1978). La diferencia en la
proporcién de mortalidad entre grupos se analizd con la prueba Xi? (p < 0.05) considerando
al menos cuatro grados de libertad.

2.7 Inmunizacién de conejos New Zealand White y aves SPF Leghorn White con
esporozoitos de E. tenella

Los patdgenos tienen una larga historia coevolutiva con sus huéspedes, dentro de sus
diversos mecanismos de sobrevivencia estos han tenido que ocultar antigénicamente
aguellas proteinas que son vitales para su supervivencia, replicacion e invasion al huésped.
Es factible que estas proteinas sean altamente antigénicas en especies que son distantes
filogenéticamente (Diferentes haplotipos MHC-I, MHC-II, BCR y TCR). En el presente estudio
se disefié una estrategia para identificar epitopos basicos utilizados por el parasito a través
de su principal ciclo de vida involucrado en la invasion celular primaria (esporozoito), no
exclusivamente en aves, se utilizé6 también un sistema inmunolégico diferente como el del
conejo, con la posibilidad de poder identificar este tipo de componentes clave en la invasion
primaria. El esporozoito es la fase asexual de E, tenella que representa dentro de su ciclo de
vida la llave de entrada del parasito al organismo del ave, el esporozoito en la luz del
intestino ademas de invadir a los enterocitos de las vellosidades intestinales es capaz de
invadir activamente a LT CD8 + y macréfagos, posteriormente dentro de estas células migra,
invade y se multiplica en las células de las criptas de Lieberkuhn (Lillehoj, 1998). La hipétesis
principal es que al generar anticuerpos heterélogos contra los determinantes antigénicos
mas inmunogénicos de esta fase parasitaria es posible identificar epitopos lineales y
conformacionales inmunodominantes y posiblemente inmunoprotectores, los cuales como

candidatos naturales a través de ingenieria genética podrian ayudar a generar inmunégenos
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recombinantes, subunitarios 0 de ADN que actien cortando la infeccion desde el principio

(esporozoito) de estos parasitos del Phyllum Apicomplexa.

2.7.1 Inmunizacién con esporozoitos inactivados completos de E. tenella en conejos
(Oryctolagus cuniculus) y gallinas (Gallus gallus) SPF Leghorn White

Para obtener suero hiperinmune versus los Szs de E. tenella se implementd un programa de
inmunizacidn con cuatro inmunizaciones en intervalos de dos semanas c/una, estas se
aplicaron Sc los dias 0, 14, 28 y 42 en dos conejos New Zealand White con un inmundgeno
elaborado con 5.3 x 10° de esporozoitos completos inactivados de E. tenella (SzEt)
emulsionados en un adyuvante formulado con base a nanoparticulas y aceite vegetal
(IMS1313 VG N, Seppic Montanide™, Puteaux,, France) (EtSz-IMS1313) se aplicaron 100
Mg/1mL//conejo. Los esporozoitos purificados a partir de ooquistes de E. tenella se
prepararon la semana previa a la inmunizacién y el inoculo se obtuvo (homogeneizacién de
SzEt con el adyuvante) el mismo dia de la inmunizacion. El inoculo se concentro en 500 L,
a los cuales se le agregaron 500 pL del adyuvante IMS1313 VG N Montanide™ para hacer
un volumen total de 1000 pL, los cuales se administraron de forma Sc en cada conejo de

acuerdo al calendario de inmunizacién descrito en la tabla 3.

Tabla 3. Protocolo de inmunizacion con esporozoitos inactivados completos de E. tenella

CALENDARIO DE INMUNIZACION

Dia Semana Abtividad

0 0 Sangrado e inmunizacién con vacuna EtSz-IMS1313
14 2 Sangrado e inmunizacién con vacuna EtSz-IMS1313
28 4 Sangrado e inmunizacién con vacuna EtSz-IMS1313
42 6 Sangrado e inmunizacién con vacuna EtSz-IMS1313
49 7 Sangrado a blanco en conejos, radial del ala en aves

Antes de cada inmunizacion se efectlio la obtencion de la muestra de pre-inmunizacion
(suero preinmune). Siete dias después de la Ultima inmunizacién, al dia 49, se efectdo un
sangrado a blanco de ambas unidades experimentales. En el mismo periodo se aplico el
mismo protocolo de inmunizacion a dos aves SPF Leghorn White de 86 dias de edad, con la

salvedad de que al final en lugar de efectuar el sangrado en blanco este Unicamente se
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efectlio por la vena radial del ala de cada una de ellas y se obtuvo la mayor cantidad de

sangre posible sin comprometer su bienestar o confort morfo-fisiolégico.

2.7.2 Purificacién, cuantificacion y caracterizacién de las IgGs de conejo

Las IgGs en el suero de ambos conejos se purificaron por medio de cromatografia de
afinidad, se utilizé una columna armada in situ con proteina G recombinante suspendida en
sefarosa (Protein G Shepharose 4 FF, P3296-1mL, GE Healthcare). El procedimiento se
efectlo de acuerdo con lo descrito en el protocolo del anexo nimero 5.

2.7.3 Titulacién de las IgGs purificadas del suero hiperinmune de conejo contra el
esporozoito y merozoito de segunda generacion de E. tenella por ELISA indirecta

Se sensibilizo una placa (Maxisorb, Nunc) con 1 ug/pozo del antigeno de esporozoitos y 1
Mg/pozo del antigeno de los merozoitos de segunda generacion de E. tenella, cada antigeno
se diluyo en 100 uL de buffer de carbonatos 1X colocando esta dilucién por duplicado, se
dejo incubar toda la noche a 4°C. Pasado el tiempo de incubacién la placa se lavé 4 veces
con buffer de lavado 1X (300ul/pozo) por 5 min con agitacién oscilatoria (300 rpm). La placa
se bloqueé por 1 hora a 37° C colocando en cada pozo 110 L del buffer de bloqueo (cloruro
de sodio 0.125 M, 25 mM tris-HCI pH 7.9, Tween- 20 0.1% mas leche descremada al 5%). La
placa se lavé 4 veces con buffer de lavado 1X (300ul/pozo) por 5 min con agitacion
oscilatoria (300 rpm). Las diferentes fracciones de IgG purificadas del suero de conejo contra
el esporozoito de E. tenella obtenidas por cromatografia y un pool de estas se diluyeron de
forma doble seriada en buffer de blogueo iniciando con 30 ug finalizando en 0.23 ug, se
colocaron 100 pL/pozo de cada diluciéon por duplicado y la placa se incubo 1 h a 37°C. La
placa se lavé nuevamente y se incubo con el segundo Ab acoplado a HRP (IgG de cabra
anti-lgG de conejo, SIGMA-ALDRICH® A3687) diluido en buffer de bloqueo (1:2000) por una
hora a 37 °C. La placa se lavd y se colocaron 100 ul/pozo de solucién reveladora, se
esperaron 10 minutos e inmediatamente la placa se leyo a 450 nm en un espectrofotometro
(Epoch™ Bio-Tek). Se incluyo un control positivo que consistié en una mezcla de los sueros
de los dos conejos utilizados en el programa de inmunizacion a partir de los cuales fueron
purificadas las inmunoglobulinas en estudio, esta mezcla del suero original se utilizé diluida
v:v de forma doble seriada a lo largo de cada columna (A 1:10- H1:1,280), se inici6 con una
dilucion 1:10. Cada una de las diluciones de las muestras se realizé por duplicado, los
valores obtenidos son el promedio de ambas lecturas. La calidad del revelado se evalio con
la prueba de MDO (1:2 hasta 1:256) (Sambrook y Russell, 2001).
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2.8 ldentificacién y amplificacién de péptidos recombinantes especificos de epitopos
del esporozoito de E. tenella bioseleccionados por dos diferentes bibliotecas de Phage
display

Para identificar mimétopos de epitopos inmunodominantes del esporozoito de E. tenella se
utilizé el método de Phage display. Esta metodologia permite la presentacion de péptidos
cortos repetidos que son expresados aleatoriamente en la superficie de la proteina Ill de
fagos filamentosos (n=5/fago M13) que forman parte de las dos diferentes bibliotecas
utilizadas en el presente estudio. Los péptidos expresados en la proteina Il del fago
pudieron ser reconocidos por anticuerpos IgG de los sueros hiperinmunes de conejo que
fueron inmunizados previamente con los esporozoitos completos de E. tenella. Se utilizo el
protocolo provisto por el proveedor (New England BioLabs ®, Ipswich, MA, USA) con
adecuaciones efectuadas por el doctorante (F.M.V.Z.-U.N.A.M.). Se identificaron y
seleccionaron 20 clonas expresadas en fagos de una biblioteca conformacional de 7
aminoéacidos flanqueados por residuos de cisteina (c7c lin New England BioLabs ®) y 20
clonas de una biblioteca de 12 residuos lineales (12 mer lin New England BioLabs ®).

2.8.1 Tamizaje de péptidos desplegados al azar en dos diferentes bibliotecas de fagos
M13 utilizando como ligandos anticuerpos IgG de conejo (Oryctolagus cuniculus)
versus el esporozoito completo de E. tenella

- El proceso se realizé en esterilidad (campana de flujo laminar o area circunscrita alrededor
de mechero gas LP).

- Se realizaron alicuotas de todas las soluciones con la finalidad de evitar contaminacion del
stock original.

- Se usaron puntas con filtro cada vez que se manejaban los fagos directos.

- Se utilizaron pipetas esclusivas para el manejo de fagos desinfectadas con etanol al 70%
en cada paso.

- Se efectuaron crecimientos de células ER2738 (400 pl) en 2 tubos con 5 mL de LB (Luria-
Bertani broth) + 5 pL de tetraciclina suspendida en alcohol al 90%, dos veces a la semana.

- Todos los eluidos y el amplificado debidamente identificado e indicando a que ronda de

tamizaje pertenecia y en qué fecha se obtuvo se conservaron a 4°C.

2.8.1.1 Primer Tamizaje
- Se tamizaron dos bibliotecas (c7c y 12 mer New England BioLabs ® Inc). Se sensibilizaron

dos pozos de una placa Maxisorb™ con IgGs purificadas provenientes del suero
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hiperinmune de conejo a una concentracién de 20 pg/pozo en un volumen de 100 uL (PBS
1X) (Concentracion obtenida por espectrofotometria a 280 nm, con el coeficiente de extincion
Lambert-Beer para IgG de conejo). La placa se cubrié con parafilm (utilizado para tapar
temporalmente el contenido del pozo durante el proceso). NOTA: Una concentracion inicial
de IgG aceptable puede ser de 40 pg/uL en un volumen total de 500 uL. La placa se incubo
O/N en agitacién (5 rpm) a 4°C, en cAmara humeda.

(DIA 1). Al dia siguiente las IgGs no unidas a la placa Maxisorb™ se recuperaron en
microtubos y se mantuvieron a -20°C hasta terminar la seleccion. Cada pozo se lavo con 200
UL de PBS-Tween al 0.1% por dos minutos a temperatura ambiente, la solucién de lavado se
retird con la ayuda de una punta inclinando la placa. El paso de lavado se debe repetir 5
veces intercambiando la punta, una punta para eliminar (se conserva para ingresar al pozo
Gnicamente) y otra punta para agregar la solucion de lavado (se conserva para tomar del
stock PBS-Tween 0.1% Unicamente). La placa se bloque6 con 350 uL de PBS-BSA al 1%
durante una hora a 42C dentro del contenedor humedo. Después se retird la solucion de
bloqueo con una punta limpia y se repitieron 5 lavados. Se prepararon las 2 bibliotecas: Se
utilizaron 90 pl de PBS-Tween al 0.1% + 10 uL de cada una de las bibliotecas (pipetas y
puntas separadas para cada biblioteca). Se colocaron los 100 ul en cada pozo previamente
tratado (eliminando las burbujas que se llegan a formar con la punta) y la placa se incubo
una hora a temperatura ambiente en agitacion a 30 rpm (Orbitador E-15). Se recuperaron los
100 yL de la biblioteca diluida 1/10 en microtubos de 500 uL (funciona como control en otras
pruebas de tamizaje o bioensayos, se utiliza para corroborar el titulo usado realmente). Se
lavaron los pozos con PBS-Tween al 0.5%, en este paso del procedimiento se hicieron 10
lavados. Para no contaminar el stock el buffer de elucién (glicina 0.2M, BSA 1mg/mL, pH 2.2)
se coloca en dos tubos de 15 mL/cada uno, se utilizan por separado para la biblioteca c7c y
para la biblioteca 12mer. Se agregaron 100 pL del buffer de elusion frio (4°C) a cada pozo
(son recomendables aliquotas de maximo 150 uL del buffer para evitar contaminar el stock),
se incuban 10 min a temperatura ambiente en agitacion a 40 rpm. Se retiro el buffer de
elusion del pozo con una punta de 10 pL y se neutralizo inmediatamente en un tubo de 0.5
mL con 10 pL de buffer Tris (1M pH 9.0), se mezcla con micropipeta y el pH se mide
inmediatamente con tira reactiva, si se requeria se agregaban otros 10 pL de buffer Tris (1M
pH 9.0) c.b.p. con la finalidad de ajustar a pH 7.0, al final se calcul6 el volumen remante
aproximado, ya que se requieren 10 pL para cada muestreo en la tira reactiva de pH,
usualmente se muestrea 2 a 3 veces. Se tomaron 4 pL del eluido (El resto se almacend

temporalmente a 4°C), se efecttio una dilucién de 1 x 102, 1 x 103y 1 x 10* en c.b.p., 400 pl
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de PBS 1X. Utilizando tubos de ensaye estéril con tapa metélica se agregan 100 L de cada
una de las diluciones a ~3 mL del medio Top agar (medio T®) previamente atemperado a
48°C + 200 pul de células E. coli ER2738 frescas (crecidas previamente O/N) se mezcla en
vortex gentiimente e inmediatamente se vierten sobre placas de agar LB-Xgal-IPTG
efectuando movimientos oscilatorios para cubrir homogéneamente toda la superficie, se
espera a que solidifiquen las placas (~15 minutos) y se incuban de 12-18 horas a 37°C. Las
placas de agar LB-Xgal-IPTG se extraen de la estufa bacteriologica y se identifican las ufp
color azul, se cuantifican por cada dilucion y se calcula el titulo del eluido (ufp/mL), si este se
encuentra entre 1 x 10*a 1 x 108/mL, y no se observan colonias blancas (contaminantes), se
procede a amplificar el eluido, de no ser asi, se debe repetir todo el proceso desde el
principio. Una opcion es usar el eluido directo para titulacién (10 pL eluido directo) *

Para la amplificacion se utiliza un matraz estéril de 250 mL (tapdn permeable), se depositan
20 ml del medio 2xYT + 400 uL de células E. coli ER2738 (O/N) y se agregan 70 uL del
eluido almacenado a 4°C que mostr6 un titulo previo dentro del rango (1 x 10* - 1 x 10%/mL),
se incuban por 4.5 horas a 37°C en agitacion a 220 rpm (Shaker incubator/LABTECH®).
Después de la incubacion se toma todo el volumen en un tubo CLP™ de 50 mL y las células
se centrifugan a 4,000 rpm por 30 minutos, se conserva el SN. Al sobrenadante se le agrega
un % del volumen de la solucion (5 mL) de PEG 20%- NaCl 2.5 M, se homogeneiza
gentilmente y se incuba en agitacién (5 rpm) a 4°C (O/N).

Al finalizar la incubacién para la precipitacion del fago con PEG 20%- NaCl 2.5 M, los 25 mL
gue se colocaron en los tubos CLP™ estériles de 50 mL, se centrifugan a 10,000 rpm por 12
min. El SN se elimina y la pastilla se re- suspende con 1000 uL de PBS-T al 0.1% por tubo.
El precipitado re- suspendido se recolecta en un tubo de 1.5 ml (aprox. 1 mL). Este volumen
se re- precipita nuevamente con ¥ de PEG-NaCl del volumen de la suspension y se deja
incubar una hora en agitacién dentro del refrigerador a 4°C. Se agita gentilmente en vortex y
se centrifuga a 14,000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se retira con vacio por
aspiracion y la pastilla aparente se resuspende con 200 pyL de PBS 1X. El fago se encuentra
en el sobrenadante, el cual se pasa a un nuevo tubo que se identifica como eluido
amplificado del primer panning, este se titula con la finalidad de ajustar el nuevo titulo (2 x
10 fagos/pozo) que se utilizara en el segundo tamizaje.

Para titular el fago se requiere realizar hasta 6 diluciones 1/100 seriadas (no es
recomendable hacer diluciones altas directamente), colocando 4 pl del eluido amplificado en
397 ul de PBS estéril, se transfieren 4 ul a las siguientes cinco diluciones por vez.
Obteniendo las diluciones 1 x 102, 1 x 10*, 1 x 10, 1 x 108, 1 x 10'°y 1 x 10* (para esta
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tltima dilucién se efectda Unicamente una dilucién 1/10 seriada a partir de la previa). Las
placas de LB-Xgal-IPTG se titularon utilizando las dos ultimas diluciones por cada biblioteca
(cuatro placas en total): A 200 ul de bacterias ER2738 se les agregan 100 pl por cada
dilucién (4 tubos). Se dejan incubando 5 minutos a temperatura ambiente, después a cada
tubo se le agregan ~3 mL de top agar (medio T®, previamente atemperado a 48°C) por
dilucién y se vierten sobre las placas LB. Se dejan gelificar y posteriormente se incuban a
37°C O/N (16-18 horas), posteriormente las ufp azules calvas en las placas se contabilizan y
de esta manera se obtiene el titulo del amplificado (Tabla 4).

Tabla 4. Ejemplo de titulos de fagos m13 en los eluidos y amplificados de cada biblioteca*

C7c 12mer
eluido eluido Ampl eluido eluido Ampl
1r (ufp/mL) (1.07 x 10°) (1.79 x 10 (2.14 x 10° (2.88 x 10%)

*(M13 titer protocol, M13 amplification protocol. New England BioLabs ® Inc).

2.8.1.2 Segundo Tamizaje

Se sensibilizo un pozo de la placa con 10 pg de las IgG purificadas del suero hiperinmune en
100 pl de PBS 1X, se dejo en agitacion a 4°C O/N en camara humeda. Al dia siguiente se
lavé el pozo 5 veces con 200 ul de PBS-T 0.1%, después de cada lavado se incubo por 2
minutos (no agitar), se bloguearon con 300 ul de PBS-BSA 1% y se incubaron a 4°C una
hora. Se retiro la solucién de la placa y se lavé con 200 pl de PBS-T 0.1% 5 veces, se incuba
2 minutos después de cada lavado.

Para el segundo tamizaje se utilizé un titulo de fagos igual a la ronda uno, se verifico el titulo
de los fagos amplificados y éste se ajusté a un titulo de 10%° - 10'?/pozo de la placa.

Se agito la placa a temperatura ambiente a 40 rpm por 1 hora, la placa se lavd 10 veces con
PBS-T 0.5% y se incubo 2 minutos después de cada lavado. Se aplicaron 100 pL del buffer
de elusion, se agito a 60 rpm por 15 minutos, se recolecto el eluido y se neutralizo con 10 pl
de buffer Tris (1M pH 9.0) c.b.p., a pH 7.0. Se verifico el titulo del eluido para constatar que
estuviera en rango.

Se amplificé el eluido (con titulos limitrofes a 1 x 10° ufp se usan 90 uL, con titulos cercanos
a 1 x 10° ufp se utilizan preferentemente 70 uL) en 20 mL de medio 2xYT y 400 pL de
células ER2738 crecidas previamente O/N, se deja incubar por 4 %2 h a 37°C a 220 rpm y se
centrifuga a 4,000 rpm, 4°C por 30 minutos. El centrifugado se precipita con ¥4 (5 mL) de

PEG-NaCl por O/N. Al dia siguiente se centrifuga a 10,000 rpm, 12 min a 4°C para recuperar
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el fago precipitado y el SN se elimina por medio de vacio. El pellet se resuspende en 1 mL
de PBS-T 0.1%. Se re- precipita con ¥ de PEG-NaCl, se agregan 250 pL, se incuba una
hora en hielo o bien a 4°C (se puede observar visualmente el precipitado, si este es visible
se detiene el proceso para evitar caida del titulo). Se agita en vortex y se centrifuga a 14,000
rpm por 10 min. EI SN se retira con vacio y la pastilla se resuspende con 100- 250 ul de PBS
1X. (De acuerdo al tamafio de la pastilla). El fago se encuentra en el SN, el cual se pasa a un
tubo nuevo. Se titula utilizando 3 diluciones colocando 3 pL del eluido amplificado en 297 pL
de PBS 1X estéril, de esta primera dilucion se transfieren subsecuentemente 3 pL a las
siguientes dos diluciones. Se obtendran las diluciones 10%, 10*y 10°.
Se titulan las placas de LB-Xgal-IPTG, se usan las tres diluciones:
10 pL eluido directo y 10 pL del eluido 102.
Se titulan las placas de LB-Xgal-IPTG, utilizando:

- 10 pL de cada dilucion + 200 pL de bacterias ER2738

- 1 yL de cada dilucion + 200 pL de bacterias ER2738.
Se dejan incubando 5 min a temperatura ambiente, se agregan 3 mL de top agar por cada
una de las diluciones y se vierten sobre las placas. Se dejan gelificar y después se incuban a
37°C OIN, posteriormente las ufc en cada placa se contaron y se obtuvo el titulo del eluido y

del amplificado (M13 titer protocol, M13 amplification protocol. New England BioLabs ® Inc.).

El amplificado se titulé con base al titulo anterior:

C7c 12mer
eluido eluido Ampl eluido eluido Ampl
2r (ufp/mL) (1.5 x 10°) (1.73 x 103) (5.0 x 10% (1.31 x 10)

2.8.1.3 Tercer Tamizaje

Se sensibilizaron dos pozos de la placa con 5 ug de IgGs y se incubaron a 4°C O/N en
agitacion a 5 rpm en cdmara himeda. Se realizan 5 lavados a los pozos con 200 L de PBS-
T al 0.1%, de dos minutos cada uno, sin agitacion. Cada pozo se bloque6 con 350 pL de
albdmina al 1% (TBS-BSA 1%) y se dejaron incubando 1 hora a 4°C. Se realizo el conteo del
titulo de las bibliotecas c7c y 12mer (eluidos y amplificados de la segunda ronda del
panning), Se cuentan las colonias azules y se saca el titulo:

Biblioteca c7c: 1.73 x 10 ufp/mL (Se ajusta para que quede entre 10° y 10?)

Biblioteca 12c: 1.31 x 10*® ufp/mL
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La tercera ronda se llevé a cabo con un titulo de 2 x 10! ufp/100 pL/pozo, por lo que en este
caso se colocan:
Biblioteca c7c: 11.56 pL (12 uL)
Biblioteca 12c¢: 15.27 uL (16 pL)
Se agregaron c.b.p., 100 pL (de PBS-T 0.1%)
Se debe eliminar la albimina de los pozos con ayuda de una pipeta y se realizan 5 lavados
con 200 pL de PBS-Tween 0.1%, de dos min cada uno, sin agitacion. Se colocan 100 pL de
los eluidos amplificados de la 22 ronda con PBS-Tween 0.1%. Con la finalidad de evitar
contaminacién cada biblioteca se maneja con puntas con filtro diferentes. Se deja incubando
1 hora en agitacion (30 rpm) a temperatura ambiente. Mientras se colocan las cajas petri de
LX-Xgal-IPTG a 37°C. Se realizan 10 lavados con 200 pL de PBS-Tween 0.5%, durante dos
min cada uno, sin agitacion. Se colocan 100 uL de glicina-HCL pH 2.2.y se incuban 10
minutos en agitacion (70 rpm) a temperatura ambiente. Se tomo el eluido y se transvaso a un
tubo nuevo de 1.5 mL (se rotula como eluido de la tercera ronda). Se colocé poco a poco el
TRIS-HCI pH 9.1 en el eluido de la tercera ronda hasta neutralizar el pH. Se midié con tiras
de pH (volumen usado de 10 pL). Se realizaron 3 diluciones 1/1000 seriadas de los eluidos:

- Primer dilucién: 1 mL de medio LB + 1 pL del eluido de la tercer ronda.

- Segunda dilucién: 1 mL de medio LB + 1 L de la primer dilucion.

- Tercer dilucién: 1 mL de medio LB + 1 yL de la segunda dilucién.
Se titul6 solo con la segunda dilucién (1x10°)

- 50 pL de la segunda dilucién + 200 pL de bacterias ER2738.

- 20 pL de la segunda dilucién + 200 pL de bacterias ER2738.

-10 pL de la segunda dilucién + 200 pL de bacterias ER2738.
Se dejaron incubando 5 minutos a temperatura ambiente (para infeccion), cada una de las
diluciones se colocé en tubos de 15 mL, a los que previamente se colocaron 3 a 4 mL de top
agar (a 48°C). Se homogenizé muy bien e inmediatamente se vertieron sobre las placas petri
de agar LB-Xgal-IPTG. Se distribuyeron sobre la superficie de la placa y se dejaron

polimerizar, se dejaron incubar a 37°C O/N (con el agar en la parte superior).

El eluido se tituld, después se efectlo la seleccién de clonas individuales:

C7c 12mer

eluido eluido Ampl* eluido eluido Ampl*
22 (ufp/mL) (2.0x10% e (3.6 x10% e

*En este panning ya no se amplifican los fagos.
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2.8.1.4 Seleccion de clonas individuales

En un matraz estéril de 250 mL se diluyeron las células 1/1000, colocando 100 mL de medio
2xXYT con 100 uyL de células ER2738, crecidas O/N. Se coloco cada clona previamente
seleccionada (ufc azul) del eluido de la tercera ronda que se titulé en una placa LB-Xgal-
IPTG en tubos de 15 mL con 3 mL del medio 2xYT con células ER2738 diluidas 1/1000. Se
incubaron en agitacion a 230 rpm a 37°C por 4.5 horas. Se coloco cada tubo en forma
inclinada para obtener una mayor superficie de aeracién. De cada tubo se tomaron 2 mL
para la recuperacion del fago y 1 mL para la obtencion de ADN.

NOTA. Opcionalmente se puede realizar un cuarto tamizaje (no recomendable), en el estudio
solo se efectuo la amplificacion de todas las clonas seleccionadas en el tercer tamizaje de
ambas bibliotecas con el protocolo correspondiente para utilizarlas como control en los
bioensayos de evaluaciéon de los mimotopos seleccionados (M13 amplification protocol. New
England BioLabs ® Inc.).

2.8.1.5 Amplificacién de los fagotopos seleccionados

Las condiciones controladas de amplificacion consistieron en la seleccién de una sola calva
azul recuperada de las diluciones 1 x 102 y 1 x 10* del tercer eluido efectuadas en agar
LB+IPTG+Xgal a partir de cada una de las dos bibliotecas y que fueron sembradas en forma
de césped con un cultivo de E. coli K12 ER2738 <18 hrs. Cada una de las 20 calvas se
sembré en un tubo con 3 mL de medio 2XYT mas una dilucién 1:1000 del medio a utilizar (3
mL de medio liquido 2XYT) de un cultivo de E. coli K12 ER2738 crecida O/N, se incubaron
en agitacion a 230 rpm, 4.5 horas a 37°C. Después, a partir de cada tubo se centrifugaron 2
mL de cada clona a 11,000 x g 10 min a 4°C, el SN se recuperé en un tubo nuevo con % de
PEG-NaCl (500 L), se agito en vortex y se incubo O/N a 4°C. Se centrifugo a 14,000 x g por
10 min a 4°C, el sobrenadante se elimind con vacio, se centrifugo nuevamente el tubo
11,000 x g por 2 minutos para eliminar el resto del SN, la pastilla se resupendi6é en 200 pL de
PBS 1X (de acuerdo a tamafio de la pastilla) y se centrifugo a 11,000 x g 2 minutos para
eliminar el resto del SN. La pastilla se suspendié en 100 uL de PBS 1X (con azida de sodio
al 0.02%), se centrifugo 11,000 x g por 2 min y se recolecto el SN (alli se encuentra el fago).
NOTA. Se apartan 40 pL. Se efectian 3 diluciones colocando 1 pL del fago en 999 uL de
medio LB. Se debe transferir 1 uL a las siguientes dos diluciones. Se tienen las diluciones
103, 10°y 10°. Se titula con 10 pL de la tercera diluciéon en LB-Xgal-IPTG. Se espera obtener

titulos de 1 x10°a 1 x 10%, si no se obtienen, se debe repetir todo el proceso.
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2.8.1.6 Purificacion del ADN de cada clona del fagotopo seleccionado

Un mL del amplificado de las ufp previamente preparadas se centrifugo a 11,000 x g 10 min
a 4°C, el SN se transfirid a un tubo nuevo. Se precipito con ¥4 PEG-NaCl v/v (250 yL) y se
incubo 20 minutos a -20°C (se cuidd que no se congelara, mezclando por inversion el tubo
cada 5 min). Se centrifugo a 14,000 x g por 10 min a 4°C, el sobrenadante se eliminé, se
centrifugo a 11,000 x g por 2 min para eliminar el resto del SN. La pastilla se suspendié con
100 pL de Nal 4 M, se precipito con 250 pL de etanol absoluto frio y se incubo 10 min a -
20°C. El tubo se centrifugo a 14,000 x g 10 min a 4°C, el SN se elimind y la pastilla se lavo
con 400 pyL de etanol al 70% frio, mezclando gentilmente por inversion. Se centrifugo a
11,000 x g 10 min a 4°C, se elimin6 el sobrenadante. Se seco al vacio en maquina Speedvac
por 15 min y la pastilla se re- suspendio en 25 pL de agua inyectable. La integridad del ADN
se verifico en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

2.8.1.7 Secuenciaciéon del ADN de cada fagotopo

Se realizo una variante de PCR llamada “PCR de secuenciacion Sanger”. Se utlilizo el
Primer R correspondiente a la proteina Il del fago M13: 5-HOCCC TCA TAG TTA GCG TAA
CG -3, (1 pmol/uL). Al terminar la PCR de secuencia es necesario eliminar los restos de
reactivos para que no interfieran en la lectura de los nucleétidos. Para ello las muestras se
sujetaron a cromatografia, cada muestra se paso a través de columnas de Sephadex G50
previamente equilibradas, se centrifugaron 4 min a 2,700 x g, a continuacién, se secaron en
una centrifuga (Speedvac) aproximadamente 40 min a temperatura ambiental y velocidad
maxima. Finalmente, las muestras se resguardaron de la luz y posteriormente se procesaron

en un secuenciador automatico (Instituto de Biologia- U.N.A.M.).

2.8.1.8 Andlisis de las secuencias de cada clona seleccionada

Todas las secuencias se analizaron con el programa Clone manager 9.2 utilizando como
referencia de busqueda la secuencia de la proteina Ill de M13. Una vez conocida la
secuencia, se utilizé la herramienta basica Protein:Protein para busqueda de alineamientos
locales (BLAST por siglas en inglés) en las bases de datos del Centro Nacional de
Informacion sobre Biotecnologia (NCBI) y del ensamble del genoma de E. tenella
(ftp://itp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Eimeria/tenella/genome/assemblies/) para conocer que
porcion de las proteinas de E. tenella podrian coincidir con alta homologia por apareamiento
de las secuencias de los residuos expresados en cada una de las clonas seleccionadas a

partir del tercer tamizaje de ambas bibliotecas de péptidos expresados en los fagos M13.

82



2.8.2 Caracterizacion con ELISA indirecta de las clonas seleccionadas en el tercer
tamizaje

Se sensibilizo una placa (Maxisorb, Nunc) con 1x10° de cada clona a evaluar en buffer de
carbonatos 1X (carbonato de sodio 0.1 M, bicarbonato de sodio 0.1 M, pH 9.6), colocando
100 pL de esta dilucién por pozo y se dejé incubar a 4°C O/N. Pasado el tiempo de
incubacion la placa se lavé 4 veces (300ul/pozo) 5 minutos, con buffer de lavado 1X (cloruro
de sodio 0.125 M, 25 mM tris-HCI pH 7.9, Tween- 20 0.1%). La placa se bloqued6 por 1 hora
a 37°C colocando en cada pozo 110 pL de buffer de bloqueo (leche descremada al 5%, en
buffer de lavado 1X). La placa se lavé (300ul/pozo) por 5 minutos, 4 veces con buffer de
lavado 1X y el suero de conejo contra el esporozoito de E. tenella se diluyo en buffer de
blogueo (1:100), se colocaron 100 pL/pozo y la placa se incubo por 1 hora a 37°C. Se lavo
nuevamente la placa y se incubo con el 2° anticuerpo (anti-IgG de conejo) acoplado a HRP
diluido en buffer de bloqueo (1:1500) por 1 h a 37 °C. La placa se lavd nuevamente y se
colocaron 100 pl/pozo de solucién reveladora (Se prepara previamente por placa de 96
pozos, 5 mL citrato de sodio 0.1M pH 4.5 mas 5 mL de &cido citrico 0.1M pH 4.5; se agregan
200 pl de una solucion de 5 ug de OPD mas 20 uL de H.O- al 30%). La placa se cubrio6 de la
luz y se coloco en agitacion lenta ~ 10 minutos, la reaccién se detuvo con 100 uL de solucién
de frenado (2N H.SO.)/pozo. La placa se ley6 a 450 nm en un espectrofotometro. La calidad
del revelado se evallio con MDO colocando 100 uL de la solucién reveladora en 8 columnas
de la placa por duplicado. Se agregaron 100 pL de la solucion del 2° anticuerpo a una
dilucién de 1:1500 en cada uno de los dos pozos superiores de la placa (A) y se realizaron
diluciones dobles seriadas con un volumen de 100 pL de transferencia, el Ultimo volumen se
eliminé de acuerdo con la normatividad RPBI (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002).

2.8.3 Seleccioén de clonas candidatas

El criterio para seleccionar las clonas candidatas a caracterizar toma en cuenta los
siguientes aspectos, i) magnitud de inmunorreactividad particular en ELISA indirecta de cada
fagotopo de secuencia Unica seleccionado con los anticuerpos purificados de los conejos
que se inmunizaron previamente con la vacuna EtSz-IM1313; ii) la repetibilidad de una
misma secuencia de residuos en el mayor numero de clonas de las 20 remitidas de cada
biblioteca para su secuenciacion; iii) el grado de homologia que mostraron las clonas
candidatas hacia las proteinas de E. tenella obtenidas a través de un BLAST Protein:Protein
en la base de datos del NCBI (2017) utilizando especificamente el taxid 5802 de E. tenella.

Con base a la informacion obtenida en las pruebas de ELISA indirecta donde se utiliz6 como
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revelador TMB SS, se seleccionaron 4 de las clonas para caracterizarlas, esto a partir de las

40 remitidas originalmente a secuenciar (Dos de Ph D 12 mer y dos de Ph D c7c).

2.8.4 Inmunizacion de conejos (Oryctolagus cuniculus) New Zealand White con cada
clona candidata

Los fagotopos seleccionados con base al criterio anteriormente descrito se caracterizaron
inmunolégicamente con la finalidad de determinar si los anticuerpos IgG de conejo
generados contra una clona en particular reconocian un antigeno polipeptidico nativo en
cualquiera de los dos estadios asexuales zoitos de E. tenella evaluados. El proceso de
caracterizacion se inicié con la inmunizacion de un conejo New Zealand White por cada
clona candidata seleccionada.

Las clonas de los fagos 1 (CNTGSPYEC) y 7 (CSISSLTHC) de la biblioteca c7c, y las clonas
de los fagos 15 (HFAYWWNGVRGP) y 18 (AGHTTQFNSKTT) de la biblioteca 12 mer, se
amplificaron en E. coli ER2738 con la finalidad de obtener suficiente cantidad de fagotopos
para purificarlos y poder asi formular el inmunégeno que se utilizé6 para el programa de
inmunizacion. Ademas de la inmunizacién de los conejos New Zealand White con cada una

de las clonas candidatas, se incluyeron dos conejos inmunizados con el fago M13 wild type.

Fc7c 1, 7; 12 mer 15 ,18; 1 x 1012 UFP en PBS con Montanide 71 VG / SC

FM13; 1 x 10'2 UFP en PBS con Montanide IMS 1313 V N; 71 VG / SC

6
conejos

i 2 ix ix NA xS

"

Dia 0 14 28 42 56 70 77

/ Sangrado a blanco al dia 77

Figura 3. Esquema de inmunizacion en conejos New Zealand White de 1.5 meses de edad

con las cuatro clonas candidatas seleccionadas y el fago M13 wild type.

Cada conejo se inoculdé via Sc en 2 zonas diferentes, cada inoculo contenia 1 x 10%?

fagos/conejo. Cada inmundégeno se preparé con la clona candidata (1 x 10'? fagos)
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resuspendida en 300 pL de PBS 1X + 700 pL del adyuvante Montanide 71 VG/SC (Seppic
Montanide™, France) (30:70) (v:v, fago:adyuvante), el fago M13 wt en las dos primeras
inmunizaciones se suspendié en 500 yL de PBS 1X + 500 pL del adyuvante IMS1313 N VG
PR (Seppic Montanide™, Puteaux, France) (50:50), en el resto de las inmunizaciones se
utilizé como adyuvante Montanide 71 VG/SC. Se realizaron 6 inoculaciones, al dia 0, 14, 28,
42, 56 y 70, el dia cero se obtuvo el suero preinmune, posteriormente los conejos se
sangraron los dias sefialados en el esquema de inmunizacion (Figura 3). El sangrado a
blanco se efectto al dia 77 PI (Lee et al. 2009c).

Las clonas candidatas se caracterizaron con la finalidad de determinar si los anticuerpos
generados contra cada clona eran significativamente reactivos y diferentes a la
inmunorreaccion de los anticuerpos contra el fago sin péptido (M13 wt), contribuyendo a
identificar biolégicamente a las clonas como mimotopos verdaderos de un epitopo especifico
del esporozoito de E. tenella. Los anticuerpos policlonales de conejo anti-clona obtenidos en
la inmunizacion con las clonas candidatas se verificaron en su reactogenicidad hacia los SNs
solubles del Sz y Mz a través de ELISA indirecta. Posteriormente se efectio un Western blott
para determinar si existia reactividad de los antisueros anti-clona con péptidos nativos
especificos de esporozoitos de E. tenella, se evallo también la probable inmunorreactividad
cruzada hacia el Mz nativo de E. tenella, el cual, aunque no se utilizé6 para la inmunizacion
diversas publicaciones previas determinan la presencia de antigenos compartidos entre

ambas fases del ciclo asexual de vida de este parasito.

2.8.5 Caracterizacion del antisuero versus las clonas candidatas mediante ELISA
indirecta

Se sensibilizo una placa (Maxisorb, Nunc) con 2 x 10! de cada clona candidata, como
controles se colocaron 1 ug de Ag de esporozoitos y 1 pug de Ag de merozoitos de segunda
generacion de E. tenella en 100 pl de buffer de carbonatos 1X/pozo, se dejaron incubando a
4°C O/N. Pasado el tiempo de incubacion, la placa se lavé (300ul/pozo) por 5 minutos, 4
veces con buffer de lavado 1X. Posteriormente la placa se bloque6 por 1 hora a 37°C
colocando en cada pozo 110 uL de buffer de bloqueolX (BSA 2%, Triton X100 0.2% en
buffer de lavado 1X). La placa se lavo con buffer de lavado (300ul/pozo) 4 veces, por 5
minutos en cada ocasién. El suero original anti-esporozoito de E. tenella de ambos conejos
inmunizados se diluyo en buffer de bloqueo 1:10 y 1:100, y se colocaron 100 uL/pozo contra
cada clona candidata y contra cada SN de ambos antigenos de E. tenella. La placa se

incubo por 1 hora a 37°C. La placa se lavdé nuevamente y se incubo con el 2° anticuerpo
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(anti-IlgG de conejo) acoplado a HRP diluido en buffer de blogueo (1:1500), la placa se
incubo 1 hora a 37 °C. Después, la placa se lavé nuevamente y se colocaron 100 pl/pozo de
solucion reveladora, se esperaron ~5 minutos e inmediatamente la reaccién se detuvo con
100 pl de solucion de frenado (2N H2SO.)/pozo, la placa se leyé a 450 nm en un

espectrofotdbmetro. La calidad del revelado se evallo con la prueba de MDO.

2.8.6 Caracterizacion Western blot de los antigenos nativos del esporozoito y el
merozoito de segunda generaciéon de E. tenella con cada suero de conejo anticlona

Se prepararon por clona dos geles de acril- bis acrilamida al 12% (Uno para tincién selectiva
de los polipéptidos con CBB y el otro para electro transferencia en membranas de PVDF
para WB), se colocaron por pozo 20 ug del antigeno del esporozoito y 20 ug del merozoito
de segunda generacion de E. tenella previamente desnaturalizados a 94°C por 10 min en
buffer de carga desnaturalizante de proteinas 1x. En otro pozo adyacente se depositdé el M
de proteinas, y en otro pozo un control con 10 pg de BSA. Se aplico electroforesis al gel a 66
V durante 2:50 hrs. Mientras tanto, se activé la membrana PVDF sumergiéndola 1 minuto en
metanol absoluto. Posteriormente la membrana escurrida se hidrato en agua destilada y se
almaceno en refrigeracion a 4°C hasta el momento de ser utilizada.

Una vez efectuada la electroforesis del gel, el gel espejo se cortd para tefiir el antigeno
repetido del Sz y Mz de E. tenella en solucién CBB, se dej6 en tincién 24 horas para después
destefiirlo con solucion destefiidora otras 24 horas y poder comparar el gel del peffil
electroforético con el resultado de reconocimiento en el Western blot.

Los filtros de la cAmara de electro transferencia se humedecieron con buffer de transferencia
submarino (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 %, pH 8.3) y se colocaron en el
dispositivo de electro transferencia, el gel se colocé sobre la membrana y se cubrié con mas
filtros humedecidos con buffer de transferencia, se retiraron las burbujas malas (Tatiana
Gazarian, citada por el T. Pablo Pintor*) aplanando gentilmente los filtros con el mini-rodillo y
se aplico corriente directa a 80 V, 100mA y 80 watts durante 1:30 h. La membrana PVDF
electro transferida se retiro del dispositivo y se bloqueo colocandola en un recipiente con 8
ml de buffer de blogueo (buffer de lavado 1X + leche descremada al 5%) y se incubo por 60
min en agitacion a 37°C u O.N. Después se lavo 5 veces, 5 min c/vez con buffer de lavado
1X (1.25 M NaCl, 250 mM de Tris-HCI pH 7.9, Tween 20 1%). Se retiro el exceso de buffer y
se agrego el antisuero de conejo versus EtSz-IMS1313 a una diluciéon 1:50 6 1:100 (Se
evaluo la mejor dilucion donde las bandas se visualizan legibles y con poco trasfondo). Se

incubo a 37°C por 1 h en agitacién constante, después la membrana se lavo cinco veces, 5
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minutos c/vez con buffer de lavado 1X. Se retiro el exceso de buffer y se incubo con el 2°
anticuerpo IgG cabra anti-lgG de conejo acoplado a HRP en una dilucién 1:2000 en buffer de
blogqueo 1x por 1 h a 37 °C, después se lavo por cinco periodos de 5 min/c uno con buffer de
lavado 1X. Se retiro el exceso de buffer y la membrana de PVDF se coloco en la solucion
reveladora (5 ml de agua destilada, una pastilla de Opti 4CN, 0.2 ml de sustrato y una pastilla
de Urea (los reactivos Opti 4CN y el sustrato, son parte del kit de BIORAD® almacenado a -
20°C) a temperatura ambiente y agitacion constante por 5 minutos maximo. La membrana se
retiro de la solucion reveladora, se enjuago con agua bidestilada abundante y se dejo secar
en prensa de papel Bond de 30 g por 10 minutos (Sambrook, 2001). Las bandas
predominantes en los dos ciclos de vida de E. tenella identificadas en las membranas de
transferencia de WB fueron evaluadas por dos observadores independientes con la finalidad
de identificar peculiaridades y consensar con base al M testigo su masa experimental

molecular aproximada.

2.9 Evaluaciéon de mimétopos del esporozoito de E. tenella como inmundgenos

individuales contra una infeccidn severa con E. tenella en aves SPF Leghorn White

Inmunoproteccién en aves SPF Leghorn White con inmunégenos individuales de las
clonas F.1 y F.7 de la biblioteca de Ph D c7c; F.15y F.18 de la biblioteca de Ph D 12
mer, frente a un desafio con una dosis de sobresaturacion (crowded-dose) de
ooquistes esporulados de E. tenella.

Con base a los resultados de caracterizacién de inmunogenicidad e inmunodominancia de
las clonas candidatas de ambas bibliotecas de Ph D efectuadas con ELISA indirecta y WB
utilizando como antigenos el esporozoito y merozoito de E. tenella, se seleccionaron 4
clonas (F.1 [CNTGSPYEC] y F.7 [CSISSLTHC] de la biblioteca Ph D c7c, y F.15
[HFAYWWNGVRGP] y F.18 [AGHTTQFNSKTT] de la biblioteca Ph D 12) para preparar
inmundgenos individuales, los cuales se utilizaron para inmunizar via parenteral a 4 grupos

de aves SPF Leghorn que después fueron desafiadas con la cepa homéloga de E. tenella.

2.9.1 Animales experimentales y parasitos

Para la prueba de inmunizacion y desafio se utilizaron 170 huevos fértiles SPF Leghorn
White (Donacion de Laboratorios AVIMEX, S.A. de C.V. Cd. de México, México), éstos
fueron incubados y eclosionados en el Departamento de Medicina y Zootechia de Aves de la

F.M.V.Z.- U.N.A.M. Después de su nacimiento los pollitos SPF Leghorn White de un dia de
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edad fueron individualmente pesados y se asignaron aleatoriamente a 16 corrales
individuales de piso cribado (10 aves por jaula) colocados en una criadora en bateria
regulada ambientalmente de manera automatica colocada en una unidad con ambiente
controlado libre de patégenos-especificos (Tomley. 1997). Todas las aves se sujetaron al
mismo calendario de iluminacién, temperatura y humedad. Las aves recibieron alimento
estandar de crecimiento sin anticoccidiano y agua ad libitum. La cepa salvaje de E. tenella
usada en el presente estudio fue originalmente aislada de aves con signologia clinica de
coccidiosis cecal en una granja comercial. La cepa de E. tenella purificada fue esporulada y
almacenada en 2.5% de dicromato de potasio a 4°C. Los métodos para la replicacion del
parésito, preparacion de las dosis infectantes de desafio y cuantificacion de la cantidad de
ooquistes por gramo de heces y tejido cecal se efectuaron conforme a lo descrito
previamente por Long y Rowell (1958) y Juarez et al. (2002). Con la finalidad de mantener su
viabilidad y patogenicidad, los parasitos se propagaron en aves SPF Leghorn de 3 semanas
de edad bajo métodos convencionales cada 1-2 meses (Tomley, 1997). Los ooquistes para
preparar las dosis de desafio, los inmundgenos a partir de esporozoitos completos o los SN
de proteinas de las dos fases asexuales del parasito empleadas se utilizaron dentro de un

periodo menor a 30 dias después de su esporulacion (Tomley, 1997).

2.9.2 Aislamiento y purificacién de las dos fases asexuales de E. tenella (esporozoitos
y merozoitos de segunda generacion)
La obtencién y purificacibn de esporozoitos y merozoitos de segunda generaciéon de E.

tenella se efectlio de acuerdo con lo descrito previamente en el presente estudio (2.2 'y 2.3).

2.9.3 Vacuna experimental de esporozoitos completos inactivados de E. tenella

Los esporozoitos completos de E. tenella fueron previamente inactivados por congelacion a -
70°C durante un periodo de 60 dias, se descongelaron y resuspendieron en PBS estéril, se
centrifugaron por 10 minutos a 2,000 x g, 4 °C. El botén se resuspedié en PBS estéril, su
viabilidad se determiné por medio de evaluacion visual de la motilidad a 41°C, esta fue nula.
Posteriormente se contaron con la camara de Neubauer de acuerdo a lo descrito
previamente por Juarez et al (2002). La densidad de los esporozoitos completos se ajusto a
1.06 x 10* esporozoitos/uL de PBS. El inmunégeno se prepardé emulsionando (50:50) los
esporozoitos (5.3 x 10° esporozoitos/0.5 mL de PBS) en 0.5 mL del adyuvante IMS 1313 NV

G PR (Montanide™, Seppic, Puteaux, Francia) (1 mL=1 dosis) de acuerdo a las
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instrucciones del fabricante, la vacuna experimental se evallo a través de una prueba de

potencia en aves SPF Leghorn White (Juarez-Estrada et al., 2021a).

2.9.4 Preparacion de los antigenos de esporozoitos y merozoitos de E. tenella
La obtenciéon de antigenos solubles del Sz y Mz de segunda generacién de E. tenella se

efectlo de acuerdo con lo descrito previamente en el presente estudio (2.2 y 2.3).

2.9.5 ELISA

La prueba de ELISA indirecta simple determiné la inmunorreactividad del suero obtenido de
aves No inmunizadas No desafiadas (NIND), aves No inmunizadas Desafiadas (NID), aves
inmunizadas con cada una de las 4 clonas de fagotopos del esporozoito de E. tenella, aves
inmunizadas con la clona M13 wt y aves inmunizadas con la vacuna experimental EtSz-
IMS1313 de E. tenella descrita ya previamente por Juarez-Estrada et al (2021a), se utilizaron
como antigeno-diana los SNs de esporozoito y merozoito de segunda generacion de E.
tenella, esencialmente como lo describe Constantinoiu et al. (2007). La técnica se efectlo de

acuerdo con lo descrito previamente en el presente estudio (2.5.2 y 2.5.3).

2.9.6 Cuantificacion de ooquistes y muestras serolégicas

A partir del dia 5 y hasta el dia 7 PD se efectlo la recoleccién total de ooquistes en heces
(Juarez et al., 2002). La eliminacion total de ooquistes se determiné con base a la suma de la
cantidad de OPGH eliminados por ave en cada grupo. La eliminacion de OPGH de las aves
NIND se evallo cada 5 dias a lo largo de todo el estudio, la presencia de OPGH fue
negativa. El suero preinmune de las aves se obtuvo al dia 3 de edad, se tomaron tres lotes
de sangre de 3 aves cada uno a partir de las aves NIND. Al dia 21 de edad se sangraron

cinco aves de cada repeticion para obtener dos pools sanguineos por grupo de tratamiento.

2.9.7 Disefio experimental

La finalidad del estudio fue analizar el grado de inmunogenicidad e inmunoproteccion de
cada una de las clonas candidatas de mimotopos del esporozoito de E. tenella en
comparacion a la vacuna experimental analoga a la utilizada previamente para inmunizar a
los conejos que produjeron los anticuerpos versus el esporozoito de E. tenella (Juarez-
Estrada et al., 2021a) y que fueron utilizados originalmente para el tamizaje de las 2
bibliotecas de fagos (capitulo 2.8). En esta prueba se incluyé un grupo control de pollitos

SPF Leghorn White inmunizados con un inmundogeno preparado con el fago M13 mp19 wt,

89



un grupo control de aves SPF Leghorn inmunizadas con una vacuna experimental elaborada
con esporozoitos completos inactivados de E. tenella (regularmente se utiliza como control
un grupo medicado con Salinomicina a 60 ppm, pero aqui por ser un estudio de evaluacion
inmunolégica se utilizé6 un inmundgeno de esporozoitos completos inactivados de E. tenella
emulsionados 50:50 (v/v) en un adyuvante con base a nanoparticulas [IMS 1313 NV G PR
Sepic Montanide®] (Juarez-Estrada et al., 2021a), un grupo de aves NID (control +), y un
grupo de aves NIND (control -). Los inmundgenos de prueba se evaluaron bajo el modelo de
prueba de potencia descrito por Song et al (2015), con adecuaciones hechas de acuerdo al
disefio experimental propuesto previamente por Juarez et al (2007).

DISENO EXPERIMENTAL (8) Grupos experimentales:
*5 Grupos: F.1(c7c),F.7 (c7c),F.15 (12m), .18 (12m)y F.M13 | CALIFICACION DE LESIONES

(Johnson & Reid, 1970)
- 10 Aves SPF Leghorn / Gpo —
- 2 réplicas por grupo Evaluacion
M E .
Suero Pre-D SUL::::::E-D (28 dias)
N.I.LN.D.
PBS Muestra PBS Desafio Evaluacion
Suero Pre-D Suero Pre-D (21 dias) E {28 dias)
N.LLD.  |[—
i6 Finalizacion:
PBS {misave/sc PBS  sueroPre- n' 3x10% oog. E E;:':?c'on
Gpos. ,_E tenella [ave { ias) | %G.R.
Fagos* B . peso
3 x10° ooq. g Evaluacion
Fagos 100ug/ ave/SC Fagos SueroPre-D E tenella fave (28 dias)
EtSz | =
3x10%004.
> 5533}:::.:!!3;:39 150 3 sueropre D' E. tenella /ave
Dias: Suero Suero @ FINALIZA: ]
\
Peso Corporal dias 1, 21 y 28; dia 28: OPGH, OPGTC, * P<0.05

Figura 4. Prueba de potencia en aves SPF Leghorn White desafiadas oralmente con 3 x 10*
ooquistes esporulados de E. tenella/ave al dia 21 de edad. La inmunizacién previa se efectio
al dia 1y 10 de edad con cada uno de cuatro fagos de clonas candidatas (F.1y F.7 de Ph D

c7c,y F.15y F.18 de la Ph D 12), un fago M13 mpl19 wt y una vacuna de esporozoitos
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completos inactivados (EtSz) aplicados via subcutidnea, se incluydé un grupo no inmunizado

desafiado (NID) y un grupo no inmunizado no desafiado (NIND).

De acuerdo a lo descrito en la figura 4, cada grupo de tratamiento consté de 10 aves SPF
Leghorn White con una repeticion (total=20 aves/grupo), los grupos de tratamiento se
inmunizaron con 100 ug de cada fago purificado (IDEM grupo control fago MP13 wt), cada
suspension de fago se ajustd a 300 yL con PBS estéril, el cual se homogeneizé durante 8
minutos con 700 uyL del adyuvante Montanide 71 VG (Sepic Montanide®) (30:70) (wt.:wt.,
fagotopo:adyuvante). El grupo de la vacuna experimental EtSz-IMS1313 se formul6 con 5.3 x
10° Sz/dosis/ave (equivalente a 100 ug), la suspension de la vacuna se ajust6é a 500 uL con
PBS 1X estéril, el cual se homogeneizé durante 5 minutos con 500 uL del adyuvante de
nanoparticulas Montanide IMS 1313 NV G PR (Sepic Montanide®) (50:50).

Cada inmundgeno se administré Sc en el tercio medio posterior del cuello de cada pollito al
dia 1, al dia 10 de edad se efectdo un refuerzo con la misma cantidad del inmundégeno por la
misma via (Se decidio este calendario con base a lo propuesto en México por el Dr.
Benjamin Lucio Martinez para la inmunizacién vs VENC velogénico en areas de alta
incidencia, comunicacién personal*). Al dia 21 de edad cada ave de los grupos inmunizados
con los 4 diferentes fagotopos y controles (M13 wt y grupo NID) recibié un desafio per os con
3 x 10* ooquistes esporulados de la cepa homologa de E. tenella. La mortalidad se registrd

diariamente durante todo el periodo de prepatencia.

2.9.8 Parametros utilizados para evaluar la inmunoproteccién

La eficacia de la inmunizacion con los péptidos recombinantes en fagos, mimotopos del
esporozoito de E. tenella se evallo con base a su respuesta inmune humoral, tasa de
sobrevivencia, ganancia de peso, indice de disminucion en la eliminaciébn de ooquistes,
calificacion de la severidad de las lesiones e indice anticoccidial. La tasa de viabilidad se
estimé con base al nUmero de aves sobrevivientes por grupo al dia 7 PD dividida entre el
numero de aves iniciales del mismo grupo x 100. La ganancia de peso corporal promedio (g)
se evallo al dia 21 de edad (antes del desafio) y la tasa de ganancia de peso corporal
relativa (%) se determiné al dia 28 de edad (7 d PD). La ganancia de peso corporal se
calculo de la siguiente forma: el peso corporal al dia 28 menos el peso corporal al dia 21. La
ganancia de peso corporal relativa se determind de la siguiente manera: (La ganancia de
peso corporal promedio en las aves inmunizadas o del grupo NID) / (La ganancia de peso

corporal promedio de las aves del grupo NIND) x 100%.
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A partir de cada muestra de heces se efectlo el conteo de OPGH utilizando la técnica de
conteo de McMaster de acuerdo con Long y Rowell (1958) y Juarez et al. (2002). La tasa de
disminucion en la eliminacién de ooquistes (%) (DEO) se determiné de la siguiente manera:
(cantidad de ooquistes del grupo NID menos cantidad de ooquistes de las aves inmunizadas)
/ el nUmero de ooquistes del grupo NID x 100%. Una reduccion porcentual en la eliminacion
de ooquistes del 65% o0 mas se considera como un efecto protectivo (Danforth. 1998).

A los 7 dias PD se efectio la eutanasia de todas las aves desafiadas, se realiz6 una
diseccion de ambos sacos ciegos, se evaliuo y califico la severidad de las lesiones
ocasionadas por E. tenella de acuerdo con una escala de 0 (normal) a 4 (severa), en una
modalidad doble ciego efectuada por dos observadores independientes de acuerdo con el
método descrito por Johnson & Reid (1970). En consenso general se considera que las
lesiones menores a +2 clinicamente son mas benignas y las aves muestran mejor prondéstico
0 recuperaciéon con menor afectacion clinica que con una calificacion >+2. Se determino el
indice protectivo en la severidad de lesiones (IPSL) de la siguiente forma: [1- (ID/NID)] X
100%, donde ID= calificacion promedio de las lesiones en grupos inmunizados/desafiados,
NID= calificacién promedio de lesiones en grupo no inmunizado/desafiado. Una reduccion en
la severidad de lesiones del 65% 0 mas se considera protectora (Danforth. 1998).

Después de la calificacion de lesiones, ambos sacos ciegos se procesaron para determinar
la cantidad de ooquistes por gramo de tejido cecal (OPGTC) (Juarez et al., 2002). Se calculo
el indice de proteccion anticoccidiana (IAC) el cual sintetiza un criterio de proteccion
anticoccidiana alcanzado en cada grupo en evaluacion, este indice se ha utilizado
regularmente para evaluar los efectos protectivos de una droga o antibiético ionéforo
anticoccidial y se calcula de la siguiente manera: (porcentaje de viabilidad + porcentaje de la
ganancia de peso corporal relativa) — (indice promedio de lesiones + indice promedio de

ooquistes) (McManus et al. 1968).

2.9.9 Anadlisis estadistico

Los datos se recopilaron y analizaron por medio de un GLM (ANDEVA) (Gill, 1978), con
diferencia significativa detectada, el escrutinio se complementd con un andlisis post hoc con
la prueba multiple de comparacion de medias Tukey. Las diferencias entre las medias de los
grupos se consideraron estadisticamente significativas si los valores de P eran menores a
0.05. Todos los datos se expresaron como media + DE de todas las aves por grupo. La
diferencia en proporciéon de mortalidad entre grupos se analizé con la prueba de Xi?, previo al

andlisis los datos se transformaron a la raiz cuadrada de la proporcion (p < 0.05).
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2.9.10 Declaracion bioética de los estudios realizados con animales vivos

La cantidad y tipo de animales utilizados en el presente estudio fue aprobado por el comité
interno de posgrado para el alojamiento y cuidado de los animales de experimentacion
(CICUA) de la F.M.V.Z.- U.N.A.M. a través del comité de estudios de Doctorado en Ciencias
de la Salud y la Produccién Animal de la F.M.V.Z.-U.N.A.M. con el acta aprobatoria ID:
1239522578/2018-1 (Aplicable para capitulos 2.6, 2.9 y 2.10 del presente estudio), todos los
estudios fueron realizados acorde a la NOM-062-ZO0-1999 y NOM-033-SAG/Z0O0-2014.

2.10 Evaluacion inmunoprotectiva de dos mezclas de 3 clonas de péptidos
recombinates mimétopos del esporozoito de E. tenella frente cada una frente a un
desafio con una alta dosis de ooquistes esporulados de E. tenella

Inmunoproteccién de aves SPF Leghorn White inmunizadas con 2 inmundgenos
mixtos compuestos cada uno de 3 clonas de fagotopos de la biblioteca Ph D c7c,y 3
clonas de fagotopos de la biblioteca Ph D 12 mer, frente a un desafio con E. tenella.

Se efectllo una segunda prueba de potencia utilizando como inmunégenos en forma
mezclada a tres de las clonas mas inmunorreactivas seleccionadas por cada una de las
bibliotecas de Ph D. Con base a los resultados obtenidos en la prueba previa donde se
utilizaron 4 clonas como inmundgenos individuales se efectuaron algunas madificaciones:

1.- Se probo la inmunogenicidad de seis clonas candidatas en aves SPF Leghorn en forma
de dos mezclas de 3 clonas por biblioteca (3 clonas de Ph D c7c y 3 clonas de Ph D 12mer)
2.- Se ajusto la dosis a ufp/ave en lugar de continuar con dosis de pg/ave.

3.- Se considero una inmunizacién adicional al primer estudio de potencia, por lo cual se
empled un programa de refuerzo (booster) con aplicacion de dos dosis de cada inmunégeno
posterior a la primer inmunizacion.

4.- Se utiliz6 una via parenteral diferente al primer estudio realizando la administracion de
cada inmundgeno por via intramuscular profunda en el musculo Pectoralis profundus.

5.- Se evalluo la capacidad inmunoprotectora de las clonas seleccionadas en aves SPF

Leghorn White frente a un desafio con 1 x 10* ooquistes/ave de E. tenella.

2.10.1 Animales experimentales y parasitos
Para la prueba de inmunizacion y desafio se utilizaron 150 huevos fértiles SPF Leghorn
White (Donados por Laboratorios AVIMEX, S.A. de C.V. Cd. de México, México), éstos
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fueron incubados y eclosionaron 145 pollitos. Al dia de edad se pesaron todos los pollitos
nacidos, se descartaron los muy pesados o débiles (13 pollitos) y se asignaron
aleatoriamente 11 pollitos a 12 jaulas individuales de piso cribado dispuestos en una criadora
de bateria regulada ambientalmente de forma automatica, la cual fue instalada en una
unidad libre de patdégenos-especificos con ambiente controlado. Todas las aves estuvieron
bajo el mismo calendario de iluminacién, temperatura y humedad. Las aves recibieron
alimento estandar de crecimiento sin anticoccidiano y agua ad libitum. La cepa de Eimeria
usada en el presente estudio fue aislada originalmente de aves con signologia clinica de
coccidiosis cecal en una granja comercial de Querétaro, México. Los métodos para la
replicacion del parésito, preparacion de dosis infectantes para el desafio y la cuantificacion
de OPGH y OPGTC se efectuaron con base a lo descrito previamente por Long y Rowell
(1958) y Juérez et al. (2002). Para mantener la viabilidad, los parasitos se propagaron en
aves SPF Leghorn White de tres semanas de edad bajo métodos convencionales cada 1-2
meses, los ooquistes para preparar las dosis, los inmundgenos a partir de esporozoitos
completos inactivados o los SN de proteinas de las dos fases asexuales de E. tenella

requeridas se utilizaron dentro de un periodo menor a 30 dias después de su esporulacion.

2.10.2 Aislamiento y purificacion de las dos fases asexuales de E. tenella
La obtencién y purificacion de Szs y merozoitos de segunda generacion de E. tenella se

efectlio de acuerdo con lo descrito previamente en el presente estudio (capitulos 2.2 y 2.3).

2.10.3 Vacuna de esporozoitos completos inactivados de E. tenella

Los esporozoitos de E. tenella fueron previamente inactivados por congelacién a -70°C
durante un periodo de 60 dias, se descongelaron y resuspendieron en PBS estéril, se
centrifugaron 10 min a 2,000 x g, 4 °C. El boton se suspendié en PBS estéril, su viabilidad se
determind por evaluacion visual de su motilidad a 41°C, esta fue nula. Después se contaron
con la camara de Neubauer (Juarez et al., 2002). La densidad de los Szs completos se
ajust6 a 1.06 x 10°® Szs/uL de PBS. El inmundégeno se preparé emulsionando los
esporozoitos (5.3 x 10° Szs/0.5 mL de PBS) en 0.5 mL de IMS 1313 NV G PR (Montanide™,

Seppic, Puteaux, France) (1 mL = 1 dosis) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

2.10.4 Antigenos de esporozoitos y merozoitos de E. tenella
La obtencién de antigenos solubles del esporozoito y merozoito de segunda generacion de

E. tenella se efectto de acuerdo con lo descrito previamente (subcapitulos 2.2.4y 2.3.3).
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2.10.5 ELISA

La prueba de ELISA indirecta determiné la inmunorreactividad del suero obtenido de las aves
NIND, aves NID, aves inmunizadas con 2 mezclas de fagotopos, aves inmunizadas con el
fago M13 wt y aves inmunizadas con el inmundgeno de esporozoitos completos inactivados
de E. tenella, utilizando como antigeno los SN de Sz y merozoito de segunda generacion de
E. tenella de acuerdo con la técnica estandarizada por Constantinoiu et al. (2007). La técnica

se efectlo de acuerdo con lo descrito previamente (subcapitulos 2.5.2 y 2.5.3).

2.10.6 Cuantificacion de ooquistes y muestras seroldgicas

A partir del dia 5 y hasta el 10 PD se efectto la recoleccion total de ooquistes en heces
(Juarez et al. 2002). La eliminacion total de ooquistes se determind con base a la suma de la
cantidad de OPGH eliminados por ave en cada grupo. Se evaluo la eliminacion de OPGH de
las aves NIND cada 5 dias a lo largo de todo el estudio. El suero preinmune de las aves se
obtuvo al dia tres de edad, se tomaron tres lotes de sangre de tres aves cada uno a partir de
las aves NIND. Al dia 21 de edad se obtuvieron dos pools de suero predesafio (5 aves/pool)
de cada grupo de tratamiento. Al dia 34 de edad se obtuvieron dos pools de suero de

convalecencia (3 aves/pool) de cada grupo de tratamiento.

2.10.7 Disefio experimental

La finalidad del estudio fue analizar el grado de inmunogenicidad e inmunoproteccion de dos
inmundgenos elaborados con dos diferentes mezclas de clonas de mimotopos del
esporozoito de E. tenella en comparacion al grado de proteccién de una vacuna experimental
elaborada con esporozoitos completos de E. tenella suspendidos en un adyuvante fabricado
con base a nanoparticulas y aceite vegetal, la elaboracion de la vacuna de esporozoitos
completos vy el adyuvante fue analoga a la elaboracién de la vacuna utilizada previamente
para generar los anticuerpos empleados para el tamizaje de las bibliotecas 12 mer y cyclic 7
cistein mer (Juarez-Estrada et al,., 2021a).

Con la finalidad de generar los dos inmundgenos mixtos se seleccionaron tres clonas
candidatas por cada biblioteca de Ph D esta seleccion se efectio con base al nimero de
repeticiones de las clonas originalmente seleccionadas en el tamizaje de Ph D, su
reactividad antigénica hacia el suero anti-esporozoito de E. tenella y su coincidencia bio-
informética con genes del parasito, los dos inmundgenos mixtos se elaboraron con 50% de
1.5 x 102 UFP y 50% del adyuvante IMS 1313 NV G PR (Montanide™, Seppic, Puteaux,

France) (v/v) utilizando en cada inmunégeno de la biblioteca Ph D c7c= Las clonas 1:
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CNTGSPYEC, clona 6: CMSTGLSSC y clona 10: CAKLCLNNC, relacionadas con
Epidermal growth factor like repeats of Et Micronemal 4 (EtMIC4), Thrombospondin type-I
repeats of EtMIC4, y Sintetaza asparaginil-tARN, putative de E. tenella respectivamente; y de
la biblioteca Ph D 12 mer= las clonas 11: PNSAFWAGSER, clona 15: HFAYWWNGVRGP, y
clona 18: AGHTTQFNSKTT, relacionadas con Ankyrin repeat-cont., protein putative,
Equisetina sintetaza/rel., y Cullin homog, putative de E. tenella respectivamente) en un

volumen final de 1 mL/ave.

DISENO EXPERIMENTAL (6) Grupos experimentales:
*3 Grupos: Fagos 1,6y 10(c7c), 11,15y 18 (12m)y M13irrel. | CALIFICACION DE LESIONES
(Johnson & Reid, 1970)

-11 Aves Leghorn (ALPES Il) / Gpo
- 2 réplicas por grupo . G
Suero Convale-
Muestra gaseline @ Muestra ' suero Pre-Des. Muestra » —
N.LLN.D.
PBS PBS Desafio Evaluacion
TmL/ave /M 3 PBS1X p
1L/ ave /1M (25 dias) E  (32dias)
N.L.D. | =
Ty IM': 1x 10° 00q. E Evalu’acién Finalizacion:
@ ‘E. t tenella /ave (32 dias) | %GR
Fagos*™ Adjuv: IMS 1313 B . PRt
;\',se/X”anﬁUFP! § 1x10° coq. ¢ FEvaluacién
Fagos Fagos 72  \0"UFF/ AT £ t teneila /ave (32 dias)
Adjuv: IMS 1313 VG e
Sz w =
Adjuv: IMS 1313 VG Adjuv: IMS 1313 VG : ——
1x10° coq.
Sz 53x10°Szde Sz 5:3x10°Szde ': E ;
E ttenella/ ave / IM f-m;tenella/ave E. t tenella /ave (32 dias)
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Figura 5. Prueba de potencia en aves SPF Leghorn White inmunizadas al dia 3, 13 y 20 de
edad con seis fagos de clonas candidatas (F.1, F.6, y F.10" de Ph D c¢7c,y F.11, F.15y F.18
de la Ph D 12), un fago M13 mp19 wt y una vacuna de esporozoitos completos, las aves
fueron desafiadas con 1 x 10* ooquistes esporulados de E. tenella/ave al dia 25 de edad, se
incluyd un grupo testigo no inmunizado desafiado (NID) y un grupo testigo no inmunizado no
desafiado (NIND).
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En esta prueba se incluyeron como grupos control pollitos SPF Leghorn White inmunizados
con un inmundégeno preparado con el fago M13 mp19 wild type, un grupo control de pollitos
SPF Leghorn inmunizados con una vacuna de esporozoitos completos inactivados de E.
tenella emulsionados 50:50 (v/v) en un adyuvante de nanoparticulas y aceite vegetal (IMS
1313 N VG Montanide™, Seppic, Paris, Francia), un grupo de aves NID (control +), y un
grupo de aves NIND (control -) (Figura 5).

De acuerdo a lo descrito en la figura 5, cada grupo consté de 11 aves SPF Leghorn White,
cada tratamiento tuvo una repeticion. Los grupos experimentales se primo inmunizaron con
la mezcla de clonas de cada una de las bibliotecas de Ph D via intramuscular (IM) (Pectoralis
profundus) con tres dosis, la primera a los tres dias de edad (Dosis = 1.5 x 10?UFP/ave) con
dos refuerzos (booster) por ave por grupo a los 13 y 20 dias de edad por la misma via (IM) y
con la misma composicién de fagos (Dosis= 0.75 x 102UFP/ave), con el mismo esquema de
inmunizaciéon se inmunizé a las aves SPF Leghorn White del grupo del fago M13 wt
irrelevante (control negativo) emulsionado 50:50 (v/v) con el adyuvante IMS 1313 NV G PR
(Sepic Montanide®]) y otro grupo control de 11 aves SPF con una vacuna elaborada con 5.3
X 10° esporozoitos completos inactivados de E. tenella/ave emulsionados 50:50 (v/v) con el
adyuvante IMS 1313 NV G PR (Sepic Montanide®]), se incluyé una repeticiébn por cada
grupo (n=22). Se incluyé un grupo control (+) NID y otro grupo control (-) NIND con una
repeticion de 11 aves por grupo, ambos grupos recibieron una inyeccién intramuscular con
PBS 1X estéril en cada fecha de inmunizacion de los grupos experimentales. Los
inmundgenos de prueba se evaluaron bajo el modelo de prueba de potencia descrito por
Song et al (2015), con adecuaciones hechas previamente por Juarez et al (2007). Al dia 25
de edad cada una de las aves de los grupos inmunizados y controles (M13 y grupo NID)
recibidé per os a ingluvies un inoculo de 1 x 10* ooquistes esporulados de la cepa homologa

de E. tenella. La mortalidad se registré diariamente durante todo el periodo de prepatencia.

2.10.8 Parametros usados para evaluar el nivel de inmunoproteccion

La eficacia de la inmunizacion con la mezcla de fagotopos del esporozoito de E. tenella se
evallo con base a su respuesta inmune humoral, tasa de sobrevivencia, ganancia de peso,
indice de decremento en la eliminacién de ooquistes, calificacién de la severidad de las
lesiones e indice anticoccidial. La tasa de viabilidad se estimé con base al nimero de aves
sobrevivientes por grupo al dia 7 PD dividida entre el nimero de aves iniciales del mismo

grupo x 100.
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La ganancia de peso corporal promedio (g) se evallo al dia 25 de edad (antes del desafio) y
la tasa de ganancia de peso corporal relativa (%) se determiné al dia 32 de edad (7 d PD).
La ganancia de peso corporal se calculé de la siguiente forma: el peso corporal al dia 32
menos el peso corporal al dia 25. La ganancia de peso corporal relativa se determiné de la
siguiente manera: (La ganancia de peso corporal promedio en las aves inmunizadas o del
grupo NID) / (La ganancia de peso corporal promedio de las aves del grupo NIND) x 100%.

A partir de cada muestra de heces se efectio el conteo de OPGH utilizando la técnica de
conteo de McMaster de acuerdo con lo descrito por Juarez et al. (2002). La tasa de
disminucion en la eliminacion de ooquistes (%) (DEO) se determiné de la siguiente manera:
(la cantidad de ooquistes del grupo NID menos la cantidad de ooquistes de las aves
inmunizadas) / el nimero de ooquistes del grupo NID x 100%. Una reduccion porcentual en
la eliminacion de ooquistes del 65% o0 mas se considera como un efecto protectivo (Danforth.
1998).

A los 7 dias PD se efectlo la eutanasia de la mitad de las aves desafiadas por grupo (la otra
mitad permanecié hasta el dia 10 PD valorando la eliminacién total de ooquistes en heces
por grupo), se realizé una diseccidon de ambos sacos ciegos, se evallo y califico la severidad
de las lesiones producidas por E. tenella de acuerdo a una escala de 0 (normal) a 4 (severa),
en una modalidad de doble ciego efectuada por dos observadores independientes siguiendo
el método descrito por Johnson & Reid (1970). Se determino el indice protectivo en la
severidad de lesiones (IPSL) de la siguiente forma: = [1- (ID/NID)] X 100%, donde ID=
calificacion promedio de las lesiones en los grupos inmunizados/desafiados, NID=
calificacion promedio de las lesiones en el grupo no inmunizado/desafiado. Una reduccion en
la calificacion de la severidad de las lesiones del 65% o0 mas se considera protectora
(Danforth. 1998). Después de la calificacién de lesiones, ambos sacos ciegos se procesaron
para determinar la cantidad de ooquistes por gramo de tejido cecal (OPGTC) de acuerdo con
lo descrito previamente por Juarez et al. (2002). Con todos los datos registrados se efectlio
el calculo del indice de proteccion anticoccidiana (IAC) (McManus et al. 1968).

2.10.9 Andlisis estadistico

Todos los datos se evaluaron por medio del andlisis de varianza (ANDEVA) utilizando un
modelo lineal general (GLM) empleando el software SAS (SAS/STAT 9.2 software, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). La distribucion normal de residuales y la homogeneidad de
varianza de los datos se verificaron por medio de un procedimiento univariado (SAS) y la

prueba de Bartley respectivamente (Gill, 1978). El peso individual, la observacion de lesiones
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y la contabilizacién de los ooquistes para cada ave constituyeron la unidad experimental. Los
datos se expresan como media aritmética + DE (desviacion estandar). Para el resto de las
variables de respuesta, cada jaula fue considerada como unidad experimental (n=11) los
datos se expresaron como media aritmética + ESM (error estdndar de las medias). Cuando el
ANDEVA arrojo diferencia entre las medias los datos se sujetaron a un analisis comparativo
por medio de la discriminacién de la diferencia minima significativa, la cual se verifico por
medio de la prueba de Tukey (P<0.05) (Gill, 1978). La diferencia en proporcién de mortalidad
entre los grupos se analizé con la prueba Xi? (p < 0.05).
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3.0 RESULTADOS

3.1 Cepa patdgena de E. tenella

3.1.1 Aislamiento de la cepa de E. tenella

La cepa de E. tenella utilizada en el presente estudio se obtuvo a partir del contenido de
sacos ciegos de pollos de engorda con signologia clinica de coccidiosis cecal provenientes
de una granja del estado mexicano de Querétaro. Se obtuvieron ooquistes a partir del tejido
cecal a través de la re-inoculacion de este aislamiento utilizando 3 x 10* ooquistes
esporulados en 24 aves SPF Leghorn White de 21 dias de edad. Con la metodologia
descrita previamente por Juarez et al. (2002) se obtuvieron 4.89 x 10’ de ooquistes
esporulados totales a partir del tejido cecal.

3.1.2 Purificacion de la cepa de E. tenella

La cepa de E. tenella denominada QRO-15 se purifico por medio de la metodologia descrita
por Stephan et al (1997) y Khalafalla & Daugschies (2010b). Los ooquistes obtenidos se
conservaron en refrigeracion a 4°C en dicromato de potasio (Cr:K;O7) al 2.5% hasta su

utilizacion.

3.1.3 Propagacién de los ooquistes esporulados de la cepa de E. tenella

De cinco aves SPF Leghorn White inoculadas con 5 x 10° se obtuvo un total de 4 x 10’ de
ooquistes esporulados, los cuales fueron procesados de acuerdo con la metodologia
planteada previamente por Juarez et al (2002). Cuando se requirié disponer nuevamente de
material bioldgico infectante para obtener esporozoitos o formular un inoculo de desafio, se
efectlio c.b.p. la propagacion de ooquistes utilizando siempre ooquistes del dltimo lote
obtenido, el periodo maximo para poder utilizar los ooquistes se establecié dentro de un
lapso no mayor a 4 semanas después de su esporulacién (Tomley, 1997), pasado este
tiempo una muestra de ooquistes previamente purificados se desinfectaban y se usaban
para obtener un nuevo lote de acuerdo a la metodologia descrita previamente por Juarez et
al (2002).

A patrtir de los ooquistes purificados y propagados originalmente en las 5 aves SPF Leghorn
White se inocularon 12 gallinas hibridas (9 machos 3 hembras) de 47 dias de edad, con una
dosis de 1 x 10* ooquistes recién esporulados por ave. Al dia 6 del periodo de prepatencia
murieron 3 aves (25% de mortalidad), lo cual indica el grado de patogenicidad de la cepa

QRO-15 aislada originalmente. Se evallo la curva de eliminacién de OPGH en las doce
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gallinas hibridas desafiadas con 1 x 10* ooquistes recién salidos del proceso de

esporulacién/ave (Tabla 5).

Tabla 5.- Curva de eliminacién de ooquistes por gramo de heces durante el periodo de

prepatencia en doce aves desafiadas con 1 x 10* ooquistes esporulados de E. tenella

Periodo prepatencia Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9

Ooquistes totales 2.14 x 106 193.5 x 108 49.5 x 108 19.8 x 10°

En las muestras de tejido cecal de las 3 aves muertas el dia 6 del periodo de prepatencia se
contabilizé un total de 49.8 x 10° ooquistes. Los ooquistes obtenidos de las 9 aves
sobrevivientes fueron filtrados, limpiados y esporulados de acuerdo a lo planteado por Juarez
et al (2002). La muestra mostr6 77.8% de esporulacion, después se sujeto a un proceso de
limpieza por tamizado, centrifugacion y desinfeccion por cloracién, al final se contabilizo un
total de 205.2 x 10° ooquistes mostrando una merma en todo el proceso de 21.9%. Los

ooquistes se almacenaron a 4°C hasta utilizarlos para obtener esporozoitos purificados.

3.1.4 Limpiezay desinfeccion de ooquistes de E. tenella

Con la finalidad de disminuir la merma de ooquistes esporulados integros en el rendimiento
total, se evalu6 la metodologia del anexo nim. 1 (Ryley et al., 1976). Se obtuvo el total de
ooquistes de heces de E. tenella a partir de 12 aves (hibridas) de 83 dias de edad inoculadas
con 5 x 10° ooquistes esporulados/ave. Al dia 6, 7 y 8 del periodo de pre- patencia se
recolectaron 2,000 mL de heces suspendidas en Cr2K;07 al 2.5% (Juarez et al., 2002), se
molieron en licuadora (Sumbeam™) y se colaron con cribado plastico, se centrifugaron y
después la pastilla se sujetd a flotacion con SSS, después de centrifugar a 2,000 x g 10" a
4°C, se obtuvo el total del SN, este se re-suspendié en ¢H-O estéril en una proporcién 1:10,
se homogeneizé y centrifugo a 2,000 x g 10" a 4°C, los ooquistes del pellet se concentraron
en dos tubos CLP™ (50 mL), esta muestra fue la 12 extraccion, se contabilizo el total de
ooquistes obtenidos, después el pellet original del tubo con SSS se lavé una vez con ¢H.O
estéril en proporcion 1:10 agitando en vortex 5 minutos a 3000 x g, se volvio a centrifugar y
la pastilla se resuspendié en SSS, después se centrifugo a 2,000 x g 10" a 4°C, el SN se
volvié a re- suspender en 4H-O estéril en una proporcién 1:8, se centrifugo nuevamente y los
ooquistes de la pastilla se contabilizaron, se volvié a lavar el pellet del tubo de la segunda
extraccion con SSS y se procesoO de la manera descrita anteriormente, asi se obtuvo una

tercera extraccion, los ooquistes se contabilizaron (Tabla 6).
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Tabla 6.- Porcentaje de recuperacion de ooquistes totales de E. tenella durante el

proceso de obtencidon de ooquistes esporulados

12 Extraccion 22 Extraccion 32 Extraccion
9.42 x 108 ooquistes 2.22 x 108 ooquistes 2,22 x 107 ooquistes
(79.4% recuperacién (18.7% recuperacion) (1.87 % recuperacion)

Total = 1.18 x 10° ooquistes

En la tercer extraccion se tomd una muestra de la parte superior, media e inferior (Tabla 7).
Este fraccionamiento se realizo debido a que en la muestra de la 22 extracciéon algunos

ooquistes se observaron con alteraciones de la pared del ooquiste y deformidad.

Tabla 7.- Fraccionamiento de la tercera extraccion de ooquistes en solucién salina

saturada a partir del pellet obtenido en el lavado de la segunda extraccion

Parte SUPERIOR Parte MEDIA Parte INFERIOR

12.9 x 10° ooquistes 5.04 x 10° ooquistes 4.23 x 108 ooquistes

En la observacion microscépica de las muestras de la tercer extraccion, se observé gran
cantidad de ooquistes con pared dafiada y deformidad del ooquiste, por lo cual en la técnica
de limpieza y desinfeccién de ooquistes se implemento la re-suspension de los ooquistes en
SSS en mayor cantidad de tubos CLP™ (8/50 mL), ademas de no efectuar mas de dos
extracciones con el protocolo del anexo 1. Los ooquistes de las tres extracciones (320 mL)
se juntaron en un vaso de precipitado (500 mL Kimble-KIMAX®) se esporularon a 29°C, a las
68 horas habia 93.2% de esporulacion (175 mL), con tasa de evaporacion de 2.13 mL/hora,
la muestra se centrifugo vy re- suspendié en 45 mL de Cr:K;O7 al 2.5%. La pérdida de
ooquistes a partir del conteo original hecho después del lavado y antes de la esporulacion
con relacién al conteo después de esta fue de 46.8% (Inicio= 1.18 x 10° ooquistes; final=

6.31 x 108 ooquistes esporulados).

3.2 Obtencion de esporoblastos y esporozoitos de E. tenella
3.2.1 Obtencion de esporoblastos de E. tenella
Para obtener los esporoblastos se efectlo la ruptura de los ooquistes esporulados, como no

es una técnica de rutina en el laboratorio receptor se evalilo un aparato nuevo
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homogeneizador de tejidos (Benchtop homogeneizer Fast Prep 24™ 5G) el cual utiliza perlas
de vidrio grandes, las cuales giran en el interior de un contenedor que tiene una barra de
plastico homogeneizadora. A partir de una muestra de ooquistes de la cepa de E. tenella
obtenida de 10 pollitos SPF Leghorn White, se desinfectaron 7.68 x 10° ooquistes
esporulados, después de aforar esta cantidad de ooquistes en 2 mL de PBS 1X, se colocaron
en el interior del contenedor y se homogeneizaron durante 2 minutos, después se
observaron al microscopio y no se pudo observar la presencia de ooquistes rotos, se decidié
agregar 3 g de perlas de vidrio de 1 mm © (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis MO. USA) a la
misma muestra, después de 3 minutos de homogenizacién se observé una muestra en el
microscopio, se observaron algunos esporoblastos libres, sin embargo, como adn habia
muchos ooquistes sin romper se sujetaron a otros 3 minutos de homogenizaciéon con las
perlas de 1 mm ©, al término de este lapso se observd en el microscopio y se verifico un
gran dafio a los esporoblastos, se observaron incluso esporozoitos libres y ooquistes sin
romper, se decidié no utilizar mas este aparato.

Se realiz6 una prueba con un nuevo agitador de velocidad regulable (VORTEXER, Heathrow
Scientific, lllinois, USA) utilizando la misma cantidad de ooquistes (7.68 x 10° ooquistes
esporulados) utilizada en la primer prueba con el homogeneizador. Debido a la carencia del
aparato desintegrador, los viales especiales y el tipo de perlas especificas utilizadas en el
protocolo original de ruptura y agitacibon de ooquistes de Eimeria sp., para obtener
esporoblastos provisto por el Dr. John R. Barta, y con base a los descrito por Cha et al
(2014) y You (2014), se decidié ajustar el pellet de 7.68 x 10° ooquistes a 450 pL de PBS 1X,
a los cuales posteriormente se le agregaron otros 450 pL de PBS 1X (total= 900 pL) los que
se colocaron en un vial de 2 mL con 1.3 g de perlas de vidrio de 1 mm ©, se agitaron en el
vortex a 3000 rpm durante un minuto, se observdé una muestra en el microscopio, ésta
mostraba ya ooquistes rotos, por lo cual se deposité lo que se pudo extraer en un vial y
después se lavé el contenido restante agregando PBS 1X estéril, se homogeneiz6
continuamente en un agitador, se repitio el lavado durante al menos 8 ocasiones, la muestra
se centrifugo a 2000 rpm 10" a 4°C, el pellet se aforo c.b.p., a 1 mL de PBS 1X estéril se
contaron los esporoblastos con el hemocitometro de Neubauer, se contabilizo un total de
4.69 x 10° esporoblastos (15.52% de recuperacion) se observé que faltaron muchos
ooquistes por romper, la muestra se centrifugo nuevamente a 2,500 rpm 10" a 4°C, se
eliminé el sobrenadante, al pellet se le agregaron 300 uL de buffer de lisis preparado con
PBS 1X estéril al cual se le agrego Triton X100 al 1% y la parte proporcional de una pastilla

de inhibidor de proteasas (ROCHE), el vial se guardo a -20°C.
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Se tomaron los dos viales, el de esporoblastos obtenidos con el homogeneizador y el
obtenido con el vortex de velocidad regulable, ambas muestras se sometieron a un proceso
de congelamiento- descongelamiento, el vial se sumergié dentro de N2 liquido alternando con
descongelamiento a temperatura ambiente en 5 ocasiones, después de observar en el
microscopio que los esporoblastos se encontraban integros y no se observd un solo
esporozoito, se siguié efectuando el mismo proceso, después de 12 ciclos mas, se determiné
qgue el Triton X100 al 1% complicaba el procedimiento, esto debido a que la espuma
generada ocasionaba que se fuera perdiendo volumen conforme se hacia el procedimiento,
se decidi6 detener el proceso. Al final de 17 ciclos solo se pudieron observar al microscopio
(100X) en 20 campos analizados 1 a 5 esporoblastos vacios. Se centrifugaron las muestras
a 2,400 rpm 10" a 4°C, los pellets y los SNs se guardaron por separado.

Tabla 8.- Cuantificacién del contenido de proteina en las muestras de esporoblastos
utilizando el reactivo de Bradford

Pellet Pellet
HOMOGENEIZADOR VORTEXER SN HOMOG SN VORTEXER

Total pug/pL 2.06 1.72 3.74 9.00

Se preparo un gel de acril-bisacrilamida al 12%, se procedi6 a aplicar electroforesis a las dos
muestras previamente desnaturalizadas, se observaron 5 bandas en la muestra del pellet de
los esporoblastos obtenidos por medio del homogeneizador (Figura 6). Se observaron
apenas bandas en el carril 4, las bandas del SN del vortex del carril 3 aunque menos
evidentes muestran correspondencia con el peso en kDa con las del carril 4, al igual que las
del pellet del mismo origen ubicado en el carril 5. Con base a estos resultados se decidié
estandarizar el procedimiento ya sea por buffer de lisis o bien por congelamiento-

descongelamiento, pero a partir de los esporozoitos no de los esporoblastos.

3.2.2 Purificacién de los esporoblastos obtenidos

Se esterilizaron con hipoclorito de sodio 26.8 x 10° ooquistes esporulados totales
provenientes de tejido cecal, el pellet se suspendi6 por duplicado en 1.3 mL de PBS 1 X, se
agregaron a un vial de 2 mL con 1.3 g de perlas de vidrio de 1 mm ©, se agitaron en vortex a
2000 rpm 2 min, seguidos de 20 seg a 3000 rpm y se finaliz6 con 40 seg a 2000 rpm, se
efectuaron 8 lavados con PBS 1 X (pH 7.4), la muestra original de 2.6 mL aumento a 12.5

mL, esta muestra se pas6 a través de un filtro BHP de 10 um (BHP, Tlalnepantla de Baz,
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Edo. De México) con la finalidad de remover los cascarones de los ooquistes y ooquistes no
rotos.
kDa 1 2 3 4 5
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Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% de muestras de ooquistes con dos
diferentes procedimientos de ruptura. Carril 1.- Marcador molecular, el rojo corresponde a 70
kDa, el verde a 10 kDa; Carril 2. SN muestra del homogeneizador; Carril 3.- SN muestra del
Vortex; Carril 4.- Pellet muestra del homogeneizador; Carril 5.- Pellet muestra del Vortex

Los esporoblastos se recolectaron en un vaso de precipitado inmerso en hielo frappe. El filtro
se lavo c.b.p. 50 mL de PBS 1 X (pH 7.4) estéril, el filtrado se centrifugo en dos tubos
FALCON de 50 mL a 2,500 rpm 10" a 4°C. El pellet de esporoblastos se resuspendi6 en 15-
25 mL de PBS 1 X (pH 7.4) estéril y se guard6 en refrigeracion a 4°C. Con base a la
realizacion de varias pruebas se observo que habia una merma muy grande de
esporoblastos obtenidos con el procedimiento de ruptura de los ooquistes y posteriormente
de los esporoblastos cuantificados al final del procedimiento de filtrado.

3.2.3 Obtencion y purificacion de los esporozoitos de E. tenella
Los esporoblastos obtenidos en la prueba de filtrado suspendidos en 15-25 mL de PBS 1 X
(pH 7.4) estéril se procesaron de acuerdo con el protocolo descrito en el anexo numero 3, los
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esporozoitos obtenidos se identificaron como pellet Esp13 y SN Espl3, cada uno de ellos se

re- suspendié en 500 L de buffer de lisis y fueron cuantificados.

Tabla 9.- Cuantificacién de proteina en muestras de pellets y sobrenadantes de

esporozoitos de E. tenella utilizando el reactivo de Bradford

Espl3 (pellet) SN Espl3

ng/uL 3.22 7.65

Debido a las lecturas obtenidas se procedié a centrifugar el contenido de Esp13 a 12,000
rpm 5” a 4°C, el sobrenadante se alicuoto en 4 viales de 100 uL cada uno y un vial adicional
de 80 pL. El pellet se suspendio en 250 pL de buffer de lisis. Este sobrenadante se identifico
como SNP-13; se efectuaron 5 ciclos de congelamiento- descongelamiento.

Tabla 10.- Cuantificacion de proteina en muestras especificas de esporozoitos de E.

tenella utilizando el reactivo de Bradford

P13 (pellet) SNP-13

ug/pL 2.37 2.70

En el SDS-PAGE efectuado se observaron bandas tenues en el carril 5 que corresponde a
Espl3 junto con el carril 7 que corresponde a P13, las dos bandas de IgY purificadas
(Supracox®) muestran la cadena pesada (~65 kDa) y ligera (~27 kDa, ) de IgYs provenientes

de la yema de gallinas inmunizadas contra Eimeria sp (Figura 7).

Se efectio una prueba de ELISA utilizando el antigeno soluble Espl3, se empled una
dilucién inicial de 1:10 (20 pL de muestra en 180 L de buffer de carbonatos) en la fila 1, se
tomaron 100 pL de este primer pozo-fila 1A y se pasaron al pozo- fila 1B, asi sucesivamente
hasta la diluciéon doble seriada de 1:256 en el pozo 1H, los 100 pL sobrantes se desecharon,
en la columna 2 se efectto lo mismo para considerar el duplicado, en las columnas 3y 4 se
efectlo lo mismo, Unicamente se consider6 una dilucién de 1:10 de anticuerpo primario (IgYs
policlonales de yema versus Eimeria sp) para las columnas 1 y 2; y una dilucion de los
anticuerpos primarios de 1:100 para las columnas 3 y 4. No se obtuvieron resultados

positivos.
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Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% de muestras de esporozoitos de E.
tenella e inmunoglobulinas Y purificadas. Carril 1.- Marcador molecular; Carril 2. SN3; Carril
3. SN16; Carril 4. Vacio; Carril 5. Esp13; Carril 6 SNP-13; Carril 7. P13; Carril 8. IgY
Supracox®; Carril 9. IgY Supracox®.

En el andlisis de los puntos criticos del proceso se determind:

1.- Efectuar un procesamiento por etapas, utilizando 25 a 50 x 10° ooquistes esporulados por
procedimiento, sin hacerlo en forma continua o masiva, ya que esto deteriora el rendimiento
por falta puntual de atencién a detalles como las proporciones apropiadas de soluto-solvente,
velocidad de centrifugacion, tasa de sedimentacion y los procesos delicados como son
ruptura de los ooquistes, purificacién de los esporoblastos y el proceso de digestién quimica
para la obtencion de los esporozoitos, su purificacion y la obtenciéon de antigenos solubles
por medio de procedimientos de congelamiento-descongelamiento y/o sonicacion.

2.- La ruptura de los ooquistes fue drastica, esta consisti6 en 1 minuto a 3,000 rpm + 1
minuto a 2,000 rpm, debe aplicarse menos tiempo.

3.- En el filtrado hubo la presencia continua de un bagazo color naranja (contaminante de la
suspension proveniente de la esporulacién) que no se pudo eliminar y que es posible haya
atrapado la mayor cantidad de esporoblastos impidiendo su paso fluido a través del filtro.

En un conteo de esporoblastos del contenido retenido en el filtro se cuantificaron 4.73 x 10°
esporoblastos, mientras que en el filtrado (20 mL) se cuantificaron 7.4 x 10° esporoblastos.
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Esto indica que el mayor problema en el bajo rendimiento final de esporoblastos se
encuentra en el tiempo prolongado de ruptura de los ooquistes con las perlas de vidrio, lo
cual ocasiona que se rompan los esporoblastos liberando a los esporozoitos, lo cual provoca
que estos se pierdan en todos los procesos posteriores de lavado y digestion quimica.

Al purificar los esporoblastos por medio de gradientes de Percoll de acuerdo con lo descrito
previamente por Dulkins y Turner (1988), primero se utilizé un gradiente continuo de 50% de
Percoll. Para la obtencién del pellet de los esporozoitos posterior a la digestion quimica con
tripsina y acido araquidénico de los esporoblastos, se utilizd un gradiente continuo de Percoll
de 60 %. La muestra de esporoblastos del retenido (8 mL) dio un conteo total de 3.76 x 10°
esporoblastos, al centrifugar a 2,500 rpm 10" a 4°C para concentrarlos se obtuvo una pastilla
muy grande (debido a la presencia de una gran cantidad de detritus), el pellet se re-
suspendié en 3 tubos de 2 mL con Percoll (GE) al 50%, se centrifugo a 10,000 rpm 1” a
23°C. Se obtuvieron 3 fases: superior, medio e inferior (Tabla 11).

Tabla 11.- Cantidad de esporoblastos por mL en cada una de tres fases de separacion

por medio de Percoll al 50%.

SUPERIOR MEDIO INFERIOR

7,500 34,000 760,000

Se tomo la parte inferior y se suspendié en 11 mL de PBS 1X estéril, se centrifugo a 1,700
rpm 10" a 4°C, el pellet se re- suspendié en 8 mL de PBS 1X estéril, se lavé 2 veces y previo
a la dltima centrifugacion se contabilizo un total de 1.36 x 10° esporoblastos, mostrando un
36.2% de recuperacion, inferior al 87% que obtuvieron Dulkins y Turner (1988).

Se volvié a verificar el conteo de esporoblastos del filtrado, se contabilizo un total de 7.6 x
10° esporoblastos, se sometieron a digestion quimica en 50 mL de fluido de
desenquistamiento en agitacion a 42°C, después de 3 horas como no se observé ningun

esporozoito se decidié detener el proceso.

Procesamiento de una muestra con un contenido total de 6.0 x 10’ ooquistes
esporulados obtenidos a partir de 12 aves hibridas comerciales.

Los ooquistes se desinfectaron de acuerdo al protocolo ya descrito utilizando hipoclorito de
sodio al 6%, los oocistos se suspendieron en un volumen de 25 mL de PBS 1X estéril,
después de centrifugar este tubo, la pastilla de ooquistes se re- suspendié en 1.2 mL de PBS

1X estéril, esta muestra se depositd en un tubo de 2 mL que contenia 1.4 g de perlas de
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vidrio de 1 mm ©, se agitaron por 1:10 minutos a 2000 rpm. El contenido se lavo varias
veces agregando PBS 1X estéril, se obtuvo una muestra de 40 mL, la cual se pasé a través
del filtro BHP de 10 um; el filtrado se colocé en tres tubos de 37.5 mL c/u se centrifugaron a
2,400 rpm 10" a 4°C; las pastillas se suspendieron con 10 mL de PBS 1X estéril, los
esporoblastos se cuantificaron (vol. 13 mL), se obtuvo un total de 57.2 x 10° esporoblastos,
estos se aforaron a un volumen de 100 mL del fluido de desenquistamiento, después de 190
minutos de agitacion a 42°C se detuvo el proceso, se agregd un vial de inhibidor de tripsina
con la misma concentracion de inactivacion especifica de la enzima, después se procedio a
lavar con PBS 1X estéril tres ocasiones, previa a la ultima centrifugacion se contaron los
esporozoitos, se contabilizé un total de 58.8 x 10° esporozoitos, a partir de la misma muestra
se contabilizo la cantidad de esporoblastos, se cont6 un total de 47.25 x 10° esporoblastos y
4.2 x 108 ooquistes esporulados. Logrando una recuperacion de 12.25%. Con un faltante de
material biolégico (esporozoitos) proveniente de 36.63 x 10° de los ooquistes esporulados
originalmente incluidos en la muestra procesada y que se perdieron durante el
procedimiento. Se determino que esta pérdida posiblemente se debi6 a una falta en la
ruptura de los ooquistes, muchos esporoblastos quedan también atrapados en mallas de
detritus al momento de pasar la muestra por el filtro BHP de 10 um, parte del material
biolégico también se pierde cuando se desechan algunos SNs después de los ciclos de
lavado- centrifugado debido a la re- suspensién de parte del pellet, es recomendable contar
los ooquistes después del proceso de lavado para ajustar exactamente los puntos criticos
donde se tiene una merma del material bioldégico. Los esporozoitos obtenidos se
suspendieron en PBS 1X estéril + inhibidor de proteasas (cOmplete™ Protease Inhibitor
Cocktail, Roche-CORO MSDS) vy se aliquotaron en tres tubos de 300 pL c/uno.

Para efectuar la purificacion de esporozoitos por medio de la construccién de un gradiente
discontinuo de Percoll al 50%, utilizando como base una solucion de 90% de Percoll
isoténico, se tomo la muestra contenida en el vial nim. 3, se contaron 4.5 x 10° de
esporozoitos, la muestra se centrifugo y suspendié en PBS 1X + inhibidor de proteasas.* Se
depositaron 1,200 uL de percoll isoténico (90%) en un vial de 2 mL, después se agregaron
gentiimente 800 pL de esporozoitos en PBS 1X + inhibidor de proteasas, por lo cual
guedaron 2/5 partes de la muestra de 800 pL en la parte superior del tubo y 3/5 partes de los
1,200 pL de percoll isoténico (90%) en la parte inferior, el tubo se centrifugo a 18,000 x g 20
a 4°C, se tomaron los 5 gradientes formados de la parte superior hacia el fondo del tubo.
Cada una de las fracciones obtenidas e interfases entre las mismas se separaron en tubos

de 0.5 mL y cada una de las fracciones se analizé en el microscopio:
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Fraccion 1.- 400x= Tres esporoblastos x campo, c/4 campos. Tres esporozoitos x campo.
Fraccion 2.- Abundantes ooquistes completos y cascarones de ooquistes, abundante
presencia de esporocistos, detritus y se observaron también hasta 3 esporozoitos x campo.
Fraccion 3.- 400X= Se observaron 5 a 6 esporocistos x campo

Fraccion 4.- 400X= Se observaron 10 a 15 esporocistos X campo, pocos eSporozoitos
Fraccion 5.- En el pellet se observa una gran cantidad de esporoblastos, sin embargo,
morfolégicamente se observaron algunos deformes.

Se tomo la fraccion 1y 2, se lavaron 4 veces con PBS 1X centrifugando c/vez 1,000 x g 10
a 4°C, en la ultima centrifugacion la pastilla se suspendi6é en PBS 1X + inhibidor proteasas.

* El procedimiento se tiene que hacer inmediatamente después de los lavados posteriores a
la digestiébn quimica para evitar cualquier alteracion de la membrana de los esporozoitos que

provogue una modificacién en la isotonicidad de los mismos.

Para verificar la metodologia de separacion de esporozoitos a través de un gradiente
discontinuo del 60% de Percoll , se tomé la muestra anterior de las fracciones 1y 2. Se
colocaron 600 yL de ambas fracciones (1 y 2) en la parte superior de un tubo, en la parte
media 600 pL de Percoll al 45% (Percoll al 90% isoténico diluido en la mitad de PBS 1X), en
la parte del fondo del tubo se colocaron 600 pL de Percoll al 90%. El tubo de 2 mL se
centrifugo a 18,000 x g 20" a 4°C, después de la centrifugacion se tomaron 6 fracciones del
tubo. Se juntaron las fracciones 1, 3, 4, 5y 6, se lavaron 4 veces, se centrifugaron a 1,000 x
g 10" a 4°C. Al microscopio (400X) se observaron ooquistes completos, algunos
esporoblastos y muy pocos esporozoitos, los cuales se apreciaron edematizados, sin
apreciacion evidente del nucleo o del cuerpo refractil posterior o anterior, mostraron ademas

puntilleo muy abundante en el citoplasma.
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Fraccion 1.- 400X= Se observaron 3 ooquistes, 3 esporozoitos y un esporocisto
Fraccion 2.- Cascarones, 3 esporozoitos, abundantes ooquistes, escasos esporocistos
Fraccion 3.- Abundantes esporoblastos (8), 1 ooquiste, 2 esporozoitos, escasos cascarones
Fraccion 4.- Abundantes esporoblastos, 3 esporozoitos, ooquistes escasos
Fraccion 5.- Un esporozoito, un esporoblasto
Fraccion 6.- Tres esporoblastos, un esporozoito, hasta 2 ooquistes

Aislamiento de esporoblastos usando 1.8 x 107 ooquistes esporulados (clave= 18 nov)
Para verificar que efecto tiene la concentracion de ooquistes sobre una proporcion
volumétrica similar de perlas de vidrio, de forma analoga a lo que se ha efectuando
previamente, debido a que diversos investigadores mencionan colocar 5 x 107 ooquistes
esporulados en 900 pL + 3.3 g de perlas de vidrio de 250 ym 6, indicando que la cantidad de
ooquistes sea lo mas gruesa posible pero sin serlo tanto (Kopko et al, 2000), mientras que
otros mencionan Unicamente que la cantidad volumétrica de muestra de ooquistes a romper
debe ser equivalente a la cantidad volumétrica de perlas de vidrio de 1 mm © (You, 2014).
Para el procedimiento se usaron 1.8 x 107 de ooquistes suspendidos en 1 mL de PBS 1 X
estéril, los ooquistes se colocaron en un vial con 0.7 g de perlas de vidrio (1 mm ©), se
procedi6 a la agitacion, observando:

- 1:30 min a 2000 rpm. 100X= 8 ooquistes por campo aun sin romper, esporoblastos libres

- 2:30 min a 2000 rpm. 100X= 3 ooquistes por campo, esporoblastos libres y un esporozoito,
por lo cual se decidié no dar mas tiempo de agitacion.

La muestra se lavo (volumen: 10 mL), se cuantificaron 4.64 x 10’ esporoblastos totales, con
recuperacion de 64.4 %. La muestra de 10 mL se centrifugo a 2000 rpm 20" a 4°C.

El pellet se re- suspendi6 para efectuar un gradiente continuo de Percoll al 50%, se completé
la pastilla a 1,900 pL con percoll al 50% en dos viales de 2 mL c/u. Ambos tubos se
centrifugaron a 10,000 x g 3" a 4°C, se obtuvieron cuatro fracciones con dos fases

principales y un pellet.
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Fraccion 1.- 400X= Se observé abundante cantidad de detritus, cdscaras de ooquistes,
ooquistes esporulados, pocos esporozoitos

Fraccion 2.- Pocos ooquistes, detritus de cascaras de ooquistes, uno a dos esporozoitos
Fraccion 3.- Pocos ooquistes, detritus escasos

Fraccion 4.- Esporoblastos libres mas basura pesada, uno que otro ooquiste completo

La fraccién 4 se suspendié en PBS 1X estéril c.b.p., 10 mL, se centrifugo a 2000 rpm 10" a
4°C, se re- suspendié nuevamente en 10 mL de PBS 1X estéril y se contabilizo un total de 36
x 108 esporocistos, con recuperacion del 50%. Debido a que se centrifugaron con percoll al
50% y se dio un tiempo mayor (3°) a lo recomendado (1°), se observd la presencia
abundante de detritus en el pellet junto con los esporoblastos, por lo cual para eliminar los
detritus se decidié probar filtrando toda la fraccién 4 con el filtro BHP (10 um), los 10 mL se
pasaron a través del filtro junto con 30 mL de PBS 1X estéril, los 40 mL obtenidos se
centrifugaron a 2000 rpm 10" a 4°C. Se obtuvo un total de 14.28 x 10° esporocistos, con
recuperacion total final de 19.44%. Se verifico el grado de limpieza de la muestra que
provenia de 1.8 x 107 ooquistes esporulados clorados:

100 X= Se observaron detritus, cascarones de ooquistes, esporoblastos abundantes, un
esporozoito (no deberia haber, ya que aln no se sujeta a una prueba de digestién quimica)
400 X= Se observaron 4-8 esporoblastos por campo, pocos detritus.

Se les agreg6 PBS 1X estéril c.b.p., 10 mL. Los esporoblastos, se refrigeraron a 4°C hasta

su desenquistamiento.
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Aislamiento de esporoblastos utilizando 5.37 x 10’ ooquistes esporulados (clave= 19
nov)

Se tomaron 10 mL de la muestra de ooquistes proveniente de las aves hibridas, iniciando
nuevamente con la esterilizacion de los ooquistes con hipoclorito al 6%, se centrifugaron
para lavar con ¢H>O, después de 3 lavados el pellet se suspendidé en 25 mL de PBS 1X, se
conto un total de 5.37 x 107 ooquistes esporulados. La muestra se centrifugo a 2,500 rpm 10
a 4°C, los 5.37 x 107 ooquistes esporulados se re-suspendieron en 1.4 mL de PBS 1X estéril
a los cuales se agregaron 1.4 g de perlas de vidrio, se agitaron en el Vortexer durante 2:30
minutos a 2000 rpm, se observé una muestra en el microscopio a 400X, no se observaron
ooquistes completos, se determino la presencia de abundantes cascarones de ooquistes
aglomerados, esporoblastos y de hasta 4-6 esporozoitos libres (contraindicado) por campo
(400X), la muestra mostré un total de 3.8 x 107 esporoblastos, se esperaba a obtener del
100% hipotético la cantidad de 21.48 x 10 esporoblastos, el porcentaje de recuperacion
post-ruptura fue de 17.7% (menor al obtenido por Dulsky y Turner, 1988; quienes obtuvieron
el 50.6% de esporocistos a partir del 100% hipotético esperado). Los 3.8 x 107 esporoblastos
obtenidos se resuspendieron en 10 mL de PBS 1X estéril y se pasaron a través del filtro BHP
de 10 um, se obtuvieron 50 mL, se centrifugaron y suspendieron en 10 mL de PBS 1X estéril,
se contabilizé un total de 2.88 x 10’ esporoblastos, con un 13.4% de recuperacion total

(menor al 44% obtenido por Dulsky y Turner, 1988; al utilizar Percoll al 50%).

Aislamiento de esporozoitos utilizando dos fuentes de esporoblastos (claves= 18y 19
nov)

Las dos muestras obtenidas (18 nov= 14.2 x 10° esporoblastos y 19 nov= 28.8 x 10°
esporoblastos) se sometieron a digestién quimica. Al preparar el fluido de desenquistamiento
descrito en el protocolo usado en el laboratorio del Dr. John R. Barta, con base al protocolo
descrito por Dulkins y Turner (1988) se decidié agregar MgCl. a una concentracion final de
10 mM. Con el ajuste de 5.0 x 10’ esporoblastos/100 mL del fluido de desenquistamiento, la
muestra del 18 nov se afora a un volumen total de 28 mL del fluido conteniendo MgCl, a una
concentracion final de 10 mM y la muestra del 19 nov se suspendié en 56 mL; se pusieron en
agitacion temperizada a 42°C a 175 rpm (Environ-Shaker, Lab-Line®), se monitoreo el
proceso de liberacion de los esporozoitos cada 30 minutos (400X), observando que a las
2:00 horas no habia esporozoitos, estos se comenzaron a observar en una proporcién de
esporozoitos:esporoblastos 30:70 hasta las 2:30 horas de incubacion/agitacion, después de

3:00 horas se observo una proporcién 50:50, por lo cual para evitar dafio a los esporozoitos,
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se detuvo la digestion a las 3:10 horas de incubacion. Se re- suspendieron en PBS 1 X y los
esporozoitos se centrifugaron y re- suspendieron dos veces, antes de la tercera ocasion se
contaron ambas muestras.

Clave 18 nov= 4.4 x 10° esporozoitos; 6 x 10° esporoblastos.

Clave 19 nov= 3.45 x 10° esporozoitos; 13.2 x 10° esporoblastos.

Los esporozoitos de la clave 18 nov se observaron completos, con mayor integridad que los
esporozoitos de la muestra 19 nov, aunque también se observaron edematizados y con un
puntilleo muy aparente. Se logro ver algunos esporozoitos con movimiento, adn cuando las
muestras se tuvieron que contar 48 horas después de estar a -20°C.

En la morfologia de los esporozoitos de la clave 19 nov, a 400x se observaron esporozoitos
hinchados, sin cuerpo refractil aparente, algunos muy grandes, también se observaron
esporozoitos deformes. Ambas muestras se centrifugaron a 1000 x g; el pellet se suspendi6
en buffer de lisis, se agitaron en el vortex tres ciclos de 1 minuto a 2000 rpm, se
centrifugaron a 12,000 x g 5a 4°C; se obtienen los SN (300 pL) y los pellets se
resuspendieron en buffer de lisis (200 pL) ambos se almacenaron a -20°C hasta su
cuantificacién proteica y evaluaciéon con SDS-PAGE al 12%.

Un punto que se evallo en este ultimo procedimiento, fue que después de los procesos de
lavado a 1000 rpm 10" a 4°C, se re- suspendieron al final en PBS 1X con inhibidor de
proteasas, al descongelar y centrifugar ambas muestras (18 nov y 19 nov) a 1000 x g, se
retuvieron los SN, y al observarlos al microscopio se observd que existia una gran cantidad
de esporozoitos incluso algunos de la muestra 18 nov mostraron movimiento, concluyendo
gue en este procedimiento final al eliminar anteriormente este SN se eliminaba una gran
cantidad de esporozoitos, por lo cual se procedi6 a juntar ambas muestra y centrifugarlas a
10,000 rpm 5 a 4°C, después se observo que la mayor parte de los esporozoitos estaban en
el pellet, mientras que en el SN solo se detectd un esporozoito en 10 campos (400X). El
pellet se re- suspendi6 en PBS 1X estéril con inhibidor de proteasas y después se
procesaron por medio de congelamiento- descongelamiento con N2 liquido.

Con la finalidad de obtener esporozoitos y proteinas solubles se efectuaron varios procesos
de estandarizacion. Se utilizé el protocolo para obtener esporozoitos que se describe en el
anexo 2. Se procesaron 3 nuevos lotes de ooquistes provenientes de heces de aves
inoculadas con E. tenella. Los ooquistes del primer proceso provenian de una extraccion
estandar, en la segunda se utilizaron ooquistes provenientes de un proceso de congelacién

accidental y la tercera se efectio con ooquistes por flotacion en SSS estandar (Tabla 12).
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Tabla 12.- Rendimiento porcentual de esporozoitos obtenidos en tres lotes de

ooquistes de diferente origen.

Ooquistes

muestra

Esporoblastos

después de ruptura

Esporoblastos
después de filtrado o
Percol 50%

Esporozoitos
después de la
digestion

6
60 x 10 ooquistes

esporulados

Tubode 2 mL: 1,2 mL
muestra en 1.4 g de
perlas, 1:10 min a
2,000 rpm

6
57.2x10
esporoblastos
(23.8% recuperaciéon

con Filtro de 10 uym)

3:00 hrs=58.8 x 106
€esporozoitos
(12.5%
recuperacion)
CLAVE: Sz 1/2

6
116 x 10 ooquistes
esporulados
(CONGELADOS)

Tubo 1.5 mL: 1,0 mL
muestra en 0.7 g de
perlas, PRUEBAS=
1:10 a 1:20 min a
2,000 rpm.

22 ruptura: 1:27 min*

6
230 x 10 esporocistos.

(49.6% Recuperacion)

*

Percoll isoténico 50%:
6

2 viales: 96 x 10

esporocistos

(20.7% recuperacion)

2:30 hrs= 14 x 10G
esporozoitos
(1.50%
recuperacion) Sz
con alteraciones
morfolGgicas
(puntilleo, f. gancho)
CLAVE: Sz 06

6
120 x 10 ooquistes
esporulados

(cepa rescatada)

Tubo 1.5mL: 1,0 mL
muestra en 0.7 g de
perlas, PRUEBAS=
1:20 a1:25 min a
2,000 rpm.

22 ruptura: 1:10 min*

6
248 x 10 SB (51.6%

Recuperacién) + 36 x
6
10 *
Percoll isotdnico 50%:
6
6 viales: 163.2 x 10

esporocistos

(34% recuperacion)

1:56 hrs= 136 x

106 €sporozoitos
(14.2%
recuperacion)
CLAVE: Sz 27

El porcentaje de recuperacion de esporozoitos purificados de acuerdo con Dulski y Turner

(1988) debe ser del 39% a partir del conteo original de los ooquistes sujetos a ruptura. Sin

embargo, en el presente estudio el mejor resultado obtenido fue de 14.2% de recuperacion

total (Tabla 12).

Con la finalidad de igualar los pardmetros de recuperacion planteados por Dulski y Turner

(1988), en cuatro ocasiones y como parte de la estandarizacion se desarrollé la técnica
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exactamente como la indican sin lograr obtener las cantidades de recuperacion de
esporozoitos indicados, por lo cual se implementd una adecuacion del procedimiento general
abandonando definitivamente como parte del proceso la recuperacion de ooquistes
esporulados no rotos y eliminacion de cascarones en el primer procedimiento de ruptura por
medio de la flotacibn de ooquistes en Sucrosa 1M, reactivo utilizado por Dulski y Turner
(1988) (en cuatro ensayos se logré una media de tan solo 15% de recuperacién de ooquistes
no rotos en el primer proceso). La técnica se adecuo al implementar una segunda ruptura de
ooquistes pero a partir del lavado en PBS 1X estéril (1:10) y centrifugacion del sobrenadante
del primer gradiente de Percoll al 50% de tipo isotonico (Dulski y Turner, [1988] no
emplearon este tipo de Percoll) utilizado inicialmente para purificar los esporoblastos, este
procedimiento de dos ciclos de purificacion a partir de la recuperacion del SN del Percoll al
50% se sigui6 utilizando en todos los procedimientos posteriores ya que se obtuvo de 25 a
26.5% de esporoblastos adicionales al efectuar una segunda ruptura de ooquistes después
de la primera purificacion de esporoblastos con Percoll isotonico al 50%.

3.2.4 Obtencién de antigenos solubles a partir de esporozoitos de E. tenella

Los SN y pellets obtenidos se cuantificaron con el reactico de Bradford, después de
determinar sus valores se analizaron por electroforesis en gel de acril- bisacrilamida al 12% y
15% bajo condiciones reductoras (SDS-PAGE), los geles fueron tefiidos con CBB; se analiz6
la interaccion antigeno-anticuerpo con la prueba de E.L.I.S.A., y se caracterizd el perfil de
polipéptidos en cada suspension por medio de Western blot. Se determino que 100 ug de
proteina proveniente de los polipéptidos solubles equivalen a 5,306,000 de esporozoitos de
E. tenella (valor muy cercano a lo determinado por Fiona Tomley (1997) quién indicé que 5 x

10° esporozoitos de E. tenella son equivalentes a 100 pg de proteina).

3.3 Merozoitos de segunda generacion de E. tenella

3.3.1 Obtencion de merozoitos de segunda generacion de E. tenella

La implementacion del protocolo para el aislamiento de merozoitos de segunda generacién
de E. tenella se baso en lo descrito inicialmente por Shirley et al (1995) investigadores que a
su vez se basan en lo descrito por Stotish et al (1975) y un método descrito por N. Smith
para el aislamiento de merozoitos de segunda generacion, el cual fue recreado a su vez por
el mismo Shirley et al (1995) para la descripcion de la técnica de aislamiento de merozoitos.
Las adecuaciones descritas en el presente estudio se efectuaron con base a lo descrito por
Xie et al (1990) y Liu et al (2009).
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3.3.2 Purificacién de merozoitos de segunda generacion de E. tenella

El grado de purificacion de los merozoitos obtenidos es un aspecto importante a considerar,
debido a que la columna DE-52 que es la recomendada para lograr un buen grado de pureza
de los merozoitos no se pudo obtener debido a que se encuentra descontinuada en México,
la técnica para purificar los merozoitos empleada en el presente estudio se basé en la
utilizacion de gradientes discontinuos de Percoll, técnica originalmente descrita por Geysen
et al (1991); la técnica desarrollada aqui fue exitosa. Después de su purificacion se obtuvo
un total de 1.23 x 10'° de merozoitos de segunda generacion de E. tenella.

3.3.3 Obtencion de antigenos solubles a partir de merozoitos de E. tenella

Con base a la prueba de Bradford, en la repeticion de tres ensayos se determiné que 100 g
de proteina de Mz purificados equivalen aproximadamente a 7,584,120 de merozoitos de
segunda generacion de la cepa QRO-15 de E. tenella.

3.3.4 Cuantificacién de antigeno de esporozoitos y merozoitos de segunda generacion

por latécnica de Bradford

En el SN de esporozoitos purificados se cuantificé un rendimiento promedio de 1 uL=1.20 ug
de proteina; mientras que en el SN de merozoitos purificados se obtuvo en promedio 1 yL=

20.92 ug de proteina. Con ambos sobrenadantes se trabajo el resto del estudio.

3.4. Determinacién de la dosis O6ptima de inmunizacidon usada para obtener la mayor
cantidad de ooquistes (stock experimental), mayor titulo y mejor reactividad de

anticuerpos séricos policlonales positivos a E. tenella

3.4.1 Signos clinicos y mortalidad

Las aves primo-inmunizadas con 10,000 ooquistes/ave (10K) mostraron mayor signologia
clinica de coccidiosis clinica severa durante el periodo de prepatencia que las aves
desafiadas con 5,000 ooquistes/ave (5K). Los primeros signos se observaron al dia 5 post-
inoculacion (Pl), las aves del grupo 10K se observaron con las plumas erizadas,
decaimiento, depresion y heces sanguinolentas, al dia 6 del periodo de prepatencia murieron
dos aves (22.2% de mortalidad), ambos sacos ciegos de ambas aves fueron procesados de
acuerdo a la metodologia descrita por Juarez et al (2002), se contabiliz6 un promedio de

1.66 x 107 ooquistes/ave.
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Posteriormente, después del Ultimo desafio tres de las aves de este grupo murieron por
complicaciones atribuidas a disbacteriosis severa; las Unicas cuatro aves sobrevivientes
mostraron una fuerte afectacion en la retencion y absorcion de agua, después de la primo-
inmunizaciéon se observo diariamente la presencia de heces acuosas. Las aves primo-
inmunizadas con 5K mostraron durante el periodo de prepatencia signologia clinica
moderada sugestiva a coccidiosis, las aves exhibieron plumas erizadas, decaimiento,
depresion y heces sanguinolentas, sin embargo, ninguna de las aves murié y se recuperaron
en un periodo menor a 10 dias después de la aparicién de prédromos. El grupo testigo
negativo durante el periodo de evaluacion no mostr6 ningun signo de coccidiosis u otra

enfermedad aviar.

3.4.2 Eliminacion de ooquistes

La eliminacion de ooquistes en las aves inmunizadas primariamente con la dosis de 5,000
ooquistes a las 8 semanas de edad fue significativamente (P<0.05) mas alta (1.3 x 10®
ooquistes/ave) que la cantidad de ooquistes eliminados por el grupo inmunizado con 10,000
ooquistes (0.35 x 10® ooquistes/ave) (Figura 8). Sin embargo, a las 17 semanas de edad,
después de los dos desafios subsecuentes a la inmunizacion inicial se observé nula
eliminacion de ooquistes en las aves del grupo 5K, mientras que el grupo 10K continldo

eliminando ooquistes en esta misma fecha (P<0.05) (2.78 x 10° ooquistes/ave) (Figura 8).

3.4.3 Cinética temporal de la respuesta sérica de anticuerpos

La dinamica de la respuesta de anticuerpos hacia los antigenos de Szs y Mzs se compar6
entre los grupos primo-inmunizados con las dos diferentes concentraciones de ooquistes
esporulados y el grupo testigo negativo (Figura 9). Las aves inmunizadas produjeron
anticuerpos que muestran reactividad positiva hacia ambos tipos de antigenos, sin embargo,
dos semanas después de la inmunizacion primaria ambos grupos muestran mayor
reactividad sérica contra el antigeno del merozoito que hacia el esporozoito (Figura 9).
Peculiarmente en esta fecha, el titulo de anticuerpos del grupo 10K contra el antigeno Sz no
fue distinto al titulo del grupo testigo negativo. La respuesta inmune del grupo 5K hacia
ambos antigenos fue mas rapida y consistente (P<0.05) que la mostrada por el grupo 10K. El
titulo sérico en el grupo 5K se incrementa ain mas dos semanas después del primer desafio,
este titulo de anticuerpos del grupo 5K no aumento después del segundo desafio
observandose (10 semanas después de la primera inmunizacién primaria) una meseta en la

respuesta sérica principalmente hacia al antigeno del Mz.
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indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los grupos.
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Figura 8. Excrecion de ooquistes en heces por ave después de la inmunizacion primaria con
una dosis individual de 5,000 6 10,000 ooquistes esporulados. Ambos grupos recibieron
posteriormente dos desafios con la cepa homologa de Eimeria tenella. Las barras

representan la media de eliminacion de ooquistes + DE. Letras distintas (a,b,c) en cada barra



En el grupo 10K se observé un patrén de reactividad sérica de incremento paulatino y con un
nivel menor (P<0.05) a los titulos séricos mostrados por las aves del grupo 5K, no se pudo
constatar ningun tipo de pico o meseta sérica en el grupo 10K (Figura 9). El suero de las
aves testigo NIND mantenidas bajo condiciones libres de Eimeria sp., no mostré ningun tipo

de reactividad hacia los antigenos de E. tenella a lo largo de todo el estudio (Figura 9).

2.51

5,000 ooq. Sz

10,000 00q. Sz

5,000 ooq. Mz

10,000 00q. Mz

D.O.450 nm

Suero (-) Sz

¥ Hoénd

Suero (-) Mz

Semanas post-inmunizacién

Figura 9. Dinamica de reactividad sérica en una prueba de ELISA indirecta hacia antigenos
del esporozoito (Sz) y merozoito (Mz) con suero (1:100) de aves inmunizadas oralmente con
5,000 o 10,000 ooquistes de E. tenella. Se muestra la reacciéon hacia ambos antigenos de
aves no inmunizadas. Las fechas de desafio se muestran con punta de flecha hacia abajo
(). Las figuras muestran las medias + DE de la densidad optica (O.D.) de los sueros
colectados en cada grupo en las fechas indicadas. Las figuras con letra mindscula diferente
(a.b.c) en cada fecha de evaluacion después de la primo-inmunizacion son estadisticamente

diferentes (P<0.05) (entre cada estadio zoito asexual de E. tenella y entre cada grupo).

3.4.4 SDS-PAGE de dos estadios asexuales del ciclo de vida de E. tenella

En la figura 10 se pueden observar los patrones de polipéptidos de ambos SNs de los
estadios asexuales de E. tenella separados en SDS-PAGE al 12%. Aunque se observa un
patrébn complejo de proteinas se detectaron diferencias conspicuas entre esporozoitos y
merozoitos, principalmente por debajo de los 50 kDa. Algunas proteinas de alto peso
molecular aparentemente se encuentran compartidas entre ambos estadios difiriendo

Unicamente en su cantidad (>Mz), Se contabilizO un total de 29 polipéptidos en el
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esporozoito, los cuales se observaron como bandas bien definidas tefiidas con CBB, sus

pesos moleculares fueron de 230, 185, 150, 120, 105, 103, 90, 82, 70, 65, 58, 56, 53, 46, 42,

40, 39.5, 38, 37.5, 35.5, 34.5, 30, 24, 23, 18, 17, 16, 13 y 12 kDa. En los merozoitos se

identificaron 28 bandas, sus pesos moleculares fueron de 230, 185, 150, 120, 105,103, 90,

82, 70, 65, 62, 60, 58, 56, 53, 46, 40, 38, 37.5, 35.5, 34.5, 31, 26, 23, 18, 16, 13y 12 kDa.
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Figura 10. Polipéptidos del esporozoito (Sz) y segunda generacion del merozoito (Mz) de
una cepa salvaje de E. tenella definida en un gel de SDS-PAGE al 12% tefiido con azul

brillante de Coomasie (M= peso molecular estandar; BSA= Albumina sérica bovina).

3.4.5 Reconocimiento antigénico de los antisueros de aves inmunizadas y desafiadas

Se utilizo WB para evaluar la respuesta inmune especifica hacia los antigenos del
esporozoito y merozoito de cada grupo inmunizado en los programas 5K y 10K (Figura 11).
La principal diferencia observada entre ambos grupos fue la alta reactividad exhibida por el
antisuero del grupo 5K consistente con la fuerte inmuno- reactividad en OD mostrada por
este mismo grupo en la prueba de ELISA indirecta (Figura 9). Otra notable diferencia es que
el antisuero del grupo 5K reconoce varios antigenos de alto peso molecular que
aparentemente son comunes entre Sz y Mz. Inmediatamente después del primer desafio el
antisuero del grupo 5K incrementa el reconocimiento de antigenos de alto peso molecular en
ambos estadios del parasito, sin embargo, esta reactividad correlativamente no se observa

con mayor incremento después del segundo desafio (Figura 11A).
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Figura 11. Proteinas del esporozoito y merozoito de E. tenella reconocidas en inmunoblots
con una mezcla de suero de aves inmunizadas primariamente con 5,000 (A), y 10,000 (B)
ooquistes esporulados/ave. Las lineas 1, 3 y 5 corresponden a esporozoito; las lineas 2, 4y
6 al merozoito, ambos sobrenadantes fueron probados con antisueros de ambos programas
de inmunizacion (2 semanas post-inmunizacion (Pl): lineas 1, 2; seis semanas PI: lineas 3,

4; 10 semanas PI: lineas 5, 6). El antisuero en pool fue utilizado en las membranas de PVDF
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a una dilucion 1:100, n=6. El suero de las aves testigo no inmunizadas no mostrd ningun tipo
de reactividad hacia ambos estadios zoitos asexuales de E. tenella (datos no mostrados) (M=

peso molecular estandar; BSA= Albumina sérica bovina).

Ambos antigenos de los zoitos asexuales de E. tenella fueron reconocidos con casi el mismo
grado de reactividad (intensidad). Se identificaron 14 bandas de polipéptidos en el antigeno
del esporozoito con pesos moleculares de 230, 150, 120, 115, 105, 70, 65, 56, 38, 36, 31,
26, 12 y 10 kDa; en el merozoito se identificaron 16 bandas, con peso molecular de 230, 150,
120, 115, 82, 70, 65, 56, 53, 46, 38, 36, 31, 26, 13 y 12 kDa, la banda Unica mas
intensamente reconocida en el merozoito mostré un peso molecular de 26 kDa (Figura 11A).

Después del evento de maduracion inmunolégica por afinidad de los idiotipos de las IgYs, los
antisueros obtenidos después del segundo y tercer desafio (refuerzo) del grupo 5K
identificaron consistentemente 15 polipéptidos inmunodominantes en ambos antigenos
zoitos asexuales de E. tenella. Los anticuerpos policlonales de este grupo de inmunizacion
después del segundo desafio reconocieron tres polipéptidos traslapados en el esporozoito
(120, 115 y 105 kDa), y dos acoplados de determinantes antigénicos superpuestos en el
antigeno del merozoito (120 y 115 kDa) (Figura. 11A). En contraste, los antisueros del grupo
10K mostraron un pobre patron de reconocimiento, se observé una ligera mayor reactividad
en el merozoito inmediatamente después del primer desafio, el cual fue un poco mas fuerte y
claro después del segundo desafio, se debe puntualizar que el reconocimiento de
polipéptidos en el esporozoito fue muy escaso durante las tres evaluaciones realizadas
(Figura 11B). Los patrones de reaccion de este grupo (10K) difieren significativamente
cuando cada uno de los antisueros obtenidos (n=6) fueron evaluados en Western blot. El
antisuero recolectado dos semanas después de la primer inmunizacion apenas reacciona
con ambos antigenos zoitos asexuales de E. tenella. En el merozoito se identificaron
tenuemente pocos polipéptidos de alto peso molecular (>110 kDa) y uno solo de bajo peso
(12 kDa). Se observé un patron un poco mas claro de reconocimiento de polipéptidos en el
esporozoito y merozoito hasta después de la tercera inmunizacion (Figura. 11, Linea B5 y
B6). Se reconocieron 12 polipéptidos en el merozoito, mostraron pesos moleculares de 120,
115, 82, 70, 62, 56, 53, 39, 36, 31, 26-27 y 12 kDa, mientras que el antisuero 3B identificé en
el antigeno del Sz Unicamente cinco bandas de polipéptidos preponderantes, sus pesos
moleculares fueron de 115,105, 31, 23y 12 kDa (Figura 11, linea B5).
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3.4.6 Andlisis seroldgico de tres pollonas primo-inmunizadas con 5,000 ooquistes de
E. tenella cada una

Dos semanas después del segundo desafio, la respuesta inmune de tres antisueros del
grupo 5K seleccionados al azar fueron analizados individualmente con la prueba de ELISA

indirecta (Figura 12) y Western blot (Figura 13).

. Sz 1 pg/pozo
2.0 1 . Mz 1 gg/pozol

1.59

2.5 1

D.0O.450 nm

1.0 1

0.5

Aves preinmunizadas con 5,000 ooquistes

Figura 12. Reactividad hacia los antigenos de esporozoitos (Sz) y merozoitos (Mz) de tres
antisueros individuales de aves de 18 semanas de edad inmunizadas primariamente con
5,000 ooquistes de E. tenella/ave y desafiadas subsecuentemente en dos ocasiones. Todos
los antisueros de aves inmunizadas y de referencia se diluyeron 1:100. Se muestran las
medias y DE de la densidad Optica de tres ensayos experimentales realizados, los tres

sueros en cada prueba fueron evaluados por duplicado.

La reactividad en absorbancia fue idiosincratica, se observé una amplia variacion de la
respuesta humoral de cada ave hacia ambos antigenos. La prueba de ELISA mostré que los
titulos de los anticuerpos de cada una de las aves del grupo 5K fueron mas altos que el titulo

del grupo testigo no inmunizado. La reactividad del antisuero del ave uno fue la més alta, y el
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ave dos mostro el titulo mas bajo (Figura. 12). La reactividad OD del antisuero uno y tres fue
mayor hacia el SN del merozoito que hacia el esporozoito, esta tendencia, aunque mas ligera
también se observé en el antisuero positivo de referencia (Figura 12). Adicionalmente se
observé que la reactividad del antisuero de cada ave del grupo 5K fue menor a la reactividad

del antisuero positivo de referencia (Figura 12).

3.4.7 Western blot de tres antisueros de pollonas primo-inmunizadas con 5,000
ooquistes de E. tenella cada una

En WB los sueros analizados individualmente de las 3 pollonas del grupo 5K mostraron una
identificacion antigénica heterogénea. El antisuero del ave uno reconoce un amplio rango de
polipéptidos en el Sz y Mz del SDS-PAGE original, mientras que Unicamente una pequefia
fraccion de estos mismos polipéptidos fue reconocida por los antisueros de las aves dos y
tres (Figura 13). Esto se relaciona subjetivamente con el grado de absorbancia observado
con los sueros de estas mismas aves en la prueba de ELISA indirecta, donde el antisuero del
ave numero uno presento el mayor nivel de absorbancia hacia ambos antigenos, el tres
mostré menos reaccién y el dos exhibié la menor inmuno- reactividad (Figura 12). El ave uno
reconoce 14 bandas bien definidas en el esporozoito y 21 en el merozoito, el antisuero del
ave dos reconoce 10 bandas en el esporozoito y 13 bandas en el merozoito, el ave tres
reconoce nitidamente 8 bandas en el esporozoito y 17 bandas en el merozoito (Figura 13).
Las tres aves muestran mayor reconocimiento hacia el merozoito que hacia el esporozoito.
En el antigeno del esporozoito y merozoito las tres aves reconocen de manera comun cinco
polipéptidos con peso de 110 kDa, 105 kDa, 67 kDa, 56 kDa y 53 kDa. Las bandas de mayor
preponderancia reconocidas por el antisuero del ave uno en ambos antigenos zoitos
asexuales de E. tenella fueron de 100 kDa a 127 kDa. La banda de mayor reactividad
reconocida por el ave tres fue de 110 kDa. Las aves uno y dos reconocen bandas similares
en el esporozoito y merozoito de 127 kDa, 82 kDa, 70 kDa y 26 kDa, y Unicamente en el
merozoito ambas aves reconocen bandas con un peso de 13 kDa, 12 kDa y 11 kDa (Figura
13). En el Mz las tres aves reconocen una misma banda inmuno- dominante de 26 kDa, en el
ave dos esta banda fue la de mayor preponderancia (alta intensidad), mientras que una
banda del mismo peso molecular reconocida en el esporozoito, aunque de forma mas tenue
se detectd Unicamente con el antisuero de esta misma ave (nUmero dos), esta banda no se
observdé en los immunoblots de las otras dos aves (Figura 13). Las aves uno y tres
reconocen fuertemente un polipéptido en el merozoito con peso de 36 kDa, el cual no se

observo en el ave numero dos. El antisuero del ave dos y tres son los Unicos que revelan la
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presencia de una banda en el Sz con un peso ~10 kDa, sin embargo, el ave tres lo reconoce
con mayor intensidad que el ave dos, esta banda no se observé con el antisuero del ave uno
(Figura 13). Un gran namero de antigenos reconocidos por las tres aves, especialmente

aguellos > 50 kDa parecen ser comunes a ambos ciclos de vida del parasito.
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Figura 13. Inmunotransferencias de esporozoitos y merozoitos de segunda generacién de E.
tenella probados con tres sueros individuales de pollonas inmunizadas primariamente con
5,000 ooquistes de E. tenella/ave. La linea 1, 3 y 5 corresponden al esporozoito; la linea 2, 4
y 6 al merozoito. Las inmunotransferencias corresponden a la pollona 1 (linea 1y 2), pollona
2 (linea 3y 4) y pollona 3 (lineas 5y 6). El antisuero utilizado en las membranas de PVDF se
diluyo 1:100. El suero de aves testigo no inmunizadas no mostrd ningun tipo de reactividad
hacia ambos antigenos (datos no mostrados) (M= marcador de peso molecular estandar).

3.5 Evaluaciéon inmunoldgica de los esporozoitos de E. tenella

3.5.1 Titulacién del antigeno de esporozoitos mediante ELISA indirecta
En la figura 14 se observa que la respuesta de los anticuerpos del antisuero de referencia

versus E. tenella diluido 1/10 obtienen un valor de absorbancia de 1.088 a una diluciéon 1/8
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del SN de esporozoitos de E. tenella procesados por congelamiento-descongelamiento
(Clave= Sz 1/2). En la maxima dilucién del Ag probada (1/1,024) se observé un valor >0.4
(OD), en la dilucién 1/100 del antisuero se registraron valores inferiores a esta densidad

Optica (<0.4 OD) desde la menor hasta la mayor dilucion del antigeno (1/1,024) (Figura 14).
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Dilucién del sobrenadante de los esporozoitos

Figura 14. ELISA indirecta del antisuero de gallina versus E. tenella (suero referencia 3 “B”)
a diferentes diluciones del sobrenadante de esporozoitos de E. tenella (20 uL) sujetos a
congelacién-descongelacion. Se muestra media + DE de la densidad 6ptica del antigeno del

sobrenadante de esporozoitos evaluado a dos diluciones (1:10 y 1:100) por duplicado.

En la figura 15, la respuesta de los anticuerpos del antisuero de referencia versus E. tenella
diluido 1/10 y 1/100 hacia el SN de esporozoitos de E. tenella procesados con buffer de lisis,
muestra valores de absorbancia muy bajos desde la menor dilucién del antigeno hasta la
mayor dilucién de este (1/1,024). Aunque en la dilucion 1/10 del suero las tres Ultimas
diluciones del Ag del Sz muestra una respuesta que se incrementa paulatinamente por arriba
de 0.09 de DO, uUnicamente en la diluciébn 1/1,024 del antigeno es cuando la respuesta
supera el >0.17 de DO, la dilucién 1:100 muestra esta misma tendencia de incremento en la

reactividad conforme el antigeno se diluye (Figura. 15).
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Dilucion del sobrenadante de los esporozoitos

Figura 15. Reactividad en una prueba de ELISA indirecta del antisuero de referencia de
gallina versus E. tenella (3 “B”) a diferentes diluciones de un sobrenadante de antigenos de
esporozoitos de E. tenella (20 yL) tratados con buffer de lisis. Se muestra la media y la DE

de la densidad 6ptica del antigeno del esporozoito evaluado por duplicado.
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Figura 16. Respuesta del antisuero de referencia de gallina versus E. tenella (3 “B”) a
diferentes diluciones de los antigenos del pellet de esporozoitos de E. tenella (20 uL) sujetos
a 5 ciclos de congelacion-descongelacion en una prueba de ELISA indirecta. Se muestra la

media y la DE de la densidad Optica del antigeno del pellet evaluado por duplicado.

Al evaluar el pellet de los Szs de E. tenella procesados congelamiento-descongelamiento
(Clave= Sz 1/2), se observé que los Abs del antisuero de referencia versus E. tenella
muestran un patron de reactogenicidad similar al que muestra el SN de esporozoitos de E.
tenella del mismo origen (Clave= Sz 1/2), sin embargo, de manera general presentan valores
menores (OD) con relacion a los observados en el SN (Figura 16).
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Dilucién del sobrenadante de los esporozoitos

Figura 17. ELISA indirecta de la reactividad del antisuero de referencia de gallina versus E.
tenella (2 “A”) a diferentes diluciones de los antigenos de esporozoitos de E. tenella (20 pL)
sujetos a 5 ciclos de congelacion-descongelacion (Clave= Sz 27). Se muestra la media y la

DE de la densidad 6ptica del antigeno del esporozoito que se evalto por duplicado.

En la figura 17, la respuesta del antisuero de referencia versus E. tenella (1/10 y 1/100) hacia
el SN del Ag de esporozoitos de E. tenella procesados por congelamiento-descongelamiento
(Clave= Sz 27), muestra que desde la dilucién inicial del Ag (1:20) hasta la quinta dilucion

(1:320) son indistinguibles entre si, ambas diluciones del antisuero muestran valores de OD
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mayores a 1.8. A partir de la dilucion 1/640 del Ag se observa un declive en la reactividad
hacia ambas diluciones del antisuero, la dilucién 1:100 muestra mayor caida en su inmuno-
reactividad a partir de esta dilucién, sin embargo, ain a la mayor dilucion del Ag (1:2,560) en
esta mayor dilucion del suero (1:100) aun se observa un valor mayor a 0.8 (OD) (Figura 17).
En la figura 18 se observa la optimizacién de inmunorreactividad por picrogramo del SN del
antigeno del esporozoito de E. tenella (Clave= Sz 01) para obtener la mejor lectura de OD, la
mejor lectura (<1.8 DO) se logré a ~1 picrogramo (SN), por lo cual en las pruebas de ELISA
indirecta del presente estudio se decidié utilizar esta cantidad de antigeno SN/pozo.
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Figura 18. ELISA indirecta de un antisuero de conejos hiperinmunizados versus el
esporozoito de E. tenella con una dilucion decreciente en picrogramos de un SN del antigeno
del esporozoito de E. tenella (clave= Sz 01). Se muestra el promedio en dos diluciones (1:10

y 1:100) de la densidad 6ptica por duplicado.

3.5.2 Titulacién con ELISA indirecta del suero hiperinmune de gallinas (Gallus gallus)
contra el antigeno del esporozoito de E. tenella
En la figura 19 el antisuero A de las gallinas versus E. tenella muestra mayores valores de

inmunoreactividad que el antisuero B. A partir de la dilucion 1:160 el antisuero A comienza a

130



declinar por abajo de 1.5 (OD), sin embargo, a la maxima dilucion probada (1:640) la
inmunorreactividad aun se mantiene arriba de 1.0 de OD. El antisuero B comienza a declinar
de forma lineal inmediatamente después de la primer dilucion, en la dilucién 1/40 muestra un
valor inferior a 1.0 (OD) y en la maxima dilucién probada (1:640) muestra valores inferiores a
0.3 (OD). El antisuero negativo muestra baja reactividad, fue diferente a los dos antisueros

de las aves inmunizadas con E. tenella (Figura 19)
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Dilucion de antisueros de aves inmunizadas y testigo

Figura 19. ELISA indirecta de dos antisueros de gallinas hiperinmunizadas versus E. tenella
(antisuero A y B) hacia diluciones de un SN de antigenos del esporozoito de E. tenella (1/64
por pozo) sujetos a 5 ciclos de congelacion-descongelacion (Clave= Sz 1/2). Se muestra

media aritmética + DE de la densidad éptica de los antisueros evaluados por duplicado.

3.5.3 Titulacién con ELISA indirecta del antigeno de merozoitos de segunda
generacion de E. tenella

La inmuno- reactividad del antisuero 2 “A” de las gallinas versus E. tenella fue alta y
constante a lo largo de todas las diluciones del SN y pellet del merozoito de segunda
generacion de E. tenella. El valor de absorbancia a lo largo de todas las diluciones evaluadas

se mantiene > 2.2 OD, el valor de OD en la mas alta dilucién (1:2,560) en ambos antigenos
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no es diferente a la dilucién inicial de los mismos. El antigeno irrelevante no mostré ningun

tipo de reactividad hacia el antisuero 2 “A” (Figura 20)

3.0
= 2.09
c
o
rs = SN Mz15
N 1.5
o A Pellet Mz15
[a)]
1.0 ‘@ Agirrelevante
0.5
0.01-8 ® o——0—0—0—0——0
N o o o N o o o
O > @ \© oV > o® &
e hd > N N N > R

Dilucién de SN y pellet del antigeno del merozoito

Figura 20. ELISA indirecta del SN y pellet del merozoito de segunda generacion de E.
tenella (Mz15= 10 plL/pozo) hacia el antisuero después de la segunda inmunizacion del
programa “A” (1:10) contra E. tenella, se incorporé como testigo negativo un SN de antigeno
irrelevante del virus de la Rinotraqueitis viral bovina (Herpesvirus). Se muestra la media

aritmética + DE de la densidad 6ptica de los antisueros evaluados por duplicado.

La respuesta inmune del antisuero A hacia el SN del Sz con 1 pg/pozo fue ligeramente
menor en OD que con 1 pg/pz del SN del Mz de segunda generacién de E. tenella (Figura
21). La respuesta del antisuero A en las dos diluciones probadas con ambos antigenos fue
muy similar, solo se observé una leve caida del valor OD en la dilucién 1:100 con el SN del
antigeno del merozoito (Figura 21). Los valores OD del antisuero B hacia ambos antigenos
fueron mas bajos e irregulares que el resto de los antisueros usados para evaluar la
reactividad del SN de merozoitos. Si bien con este antisuero (B) se mantiene una aparente
reactividad mayor hacia el Mz que hacia el Sz, la dilucién 1:100 de este antisuero mostré una
menor respuesta que la dilucién 1:10 en ambos Ags (Figura 21). El antisuero de las aves
inmunizadas subcutaneamente con 5.3 x 10° esporozoitos completos mostré la mayor

respuesta de todos los antisueros probados hacia este antigeno (Sz), la reactividad fue
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similar en ambas diluciones evaluadas. El valor de absorbancia de este antisuero (versus Sz)
hacia el SN del Mz en una dilucién 1:10 aunque ligeramente fue similar a los valores de
ambas diluciones versus el SN del Sz, sin embargo, la respuesta de la dilucién 1:100 de este

antisuero (B) fue menor y con mayor DE lo cual indica una mayor variaciéon (Figura 21),
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Figura 21. ELISA indirecta del SN de esporozoitos (clave Sz20= 1 ug/pz) y merozoitos de E.
tenella (clave Mz15= 1 pg/pz) hacia el antisuero de gallinas inmunizadas primariamente per
0s con 5,000 (Programa “A™) 6 10,000 (Programa “B””) ooquistes esporulados de E. tenella,
y un antisuero de aves SPF Leghorn White inmunizadas cuatro ocasiones con 100 ug via Sc
de esporozoitos purificados inactivados de E. tenella. Se muestra la media + DE (barras) de

la densidad 6ptica de los antisueros evaluados por cuadriplicado.

3.5.4 Titulacién con ELISA del suero hiperinmune de ave contra el antigeno de

merozoitos de segunda generacion de E. tenella

La respuesta del antisuero A versus E. tenella, hacia el SN de merozoitos de segunda
generacion de E. tenella mantiene un valor >1.5 de OD hasta la dilucién 1/80, posteriormente
en la maxima dilucién evaluada (1:1,280) cae a 0.9 de OD (Figura 22). Mientras que el
antisuero B muestra un patron de menor reactividad, muestra solo un valor >1.5 de OD a una
dilucién baja del antisuero B (1/20), en tanto que el valor a la maxima dilucién utilizada
(1:1,280) fue de solo 0.17 OD (Figura 22).
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Dilucién de los antisueros de gallina (Gallus gallus)

Figura 22. Inmunorreactividad en una prueba de ELISA indirecta de la dilucion de dos
antisueros de gallinas hiperinmunizadas versus E. tenella (Antisuero A y B) contra un SN de
antigeno de merozoitos de segunda generacién de E. tenella (1 pg/pozo) sujeto a 5 ciclos de
congelacién-descongelacion (Clave= Mz15). Se muestra la media £ DE de la densidad 6ptica

de los antisueros evaluados por duplicado.

La respuesta del antisuero A versus E. tenella hacia el pellet re- suspendido de merozoitos
de segunda generacién de E. tenella mantiene un valor >1.5 de OD hasta la dilucién 1/160,
después declina rapidamente para mostrar una OD de 0.8 a la maxima dilucion evaluada
(1:1,280) (Figura 23). En tanto que el antisuero B muestra un patron de mucho menor
reactividad, mantiene un valor >1.5 de OD Unicamente en la dilucion 1/10, después declina
rapidamente y muestra tan solo un valor ~0.09 de DO a la maxima dilucion evaluada
(1:1,280) (Figura 23).

3.5.5 Caracterizacion por Western blotting de polipéptidos en antigenos de
esporozoitos y merozoitos de segunda generacion de E. tenella
En el analisis de las fracciones de los polipéptidos en los SN de esporozoitos y merozoitos

del SDS-PAGE se observé un patron similar de bandas, con algunas diferencias en los
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polipéptidos de bajo peso molecular, por arriba de los 50 kDa ambas fases parasitarias
comparten la mayor parte de antigenos revelados tanto en las pruebas de electroforesis

como en las de inmunorreactividad a antisueros versus E. tenella (Figuras 24, 25, 26 y 27).
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Dilucion de los antisueros de gallina (Gallus gallus)

Figura 23. Reactogenicidad en una prueba de ELISA indirecta de dos antisueros de gallinas
hiperinmunizadas versus E. tenella (Antisuero A y B) contra el pellet resuspendido en PBS
1X de antigenos del merozoito de segunda generacion de E. tenella (1:2000/pozo) (Clave=
Pellet Mz15). Se muestra la media + DE de la densidad 6ptica de los antisueros evaluados

por duplicado.

Se identificaron bandas inmunodominantes en el SN de esporozoitos 1/2, las mas evidentes
de 118 y 112 kDa; una fraccibn muy recurrente de 82 kDa. En el sobrenadante de
esporoblastos se detectaron Unicamente tres bandas de 26-27 kDa, 12 kDa y 8-10 kDa, el
ooquiste completo no presento ningun tipo de reaccion al antisuero (Figura 27). Fue evidente
también la preponderancia de una banda de 50-53 kDa, otra de 26- 27 kDa, 31 kDa y una en
el rango ~36 kDa (Figura 27).
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Figura 24. Electroforesis SDS-PAGE (12%) tefiido con azul brillante de Coomassie con dos
diferentes concentraciones de polipéptidos de esporozoitos y merozoitos.
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Figura 25. Electroforesis con diferentes concentraciones de fracciones solubles y pellets de
esporozoitos y merozoitos de segunda generacion de E. tenella evaluados en gel de acril-
bisacrilamida (15%) tefiido con azul brillante de Coomassie.
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Figura 26. Western blott de fracciones solubles de esporozoitos y merozoitos a diferentes

concentraciones identificadas con el antisuero 2 “A” en una membrana de PVDF.
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Figura 27. Western blot de esporozoitos (Sz), pellet de esporozoitos (Pellet), ooquistes
esporulados (OO) y esporoblastos (SB) de E. tenella utilizando anticuerpos policlonales
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versus E. tenella (antisuero 1:100) de aves inmunizadas con el programa B (inmunizacién

inicial per os con 10,000 ooquistes esporulados). Se incluyé un testigo de BSA.

3.6 Inmunoproteccidon con anticuerpos policlonales IgY provenientes de la yema de
gallinas inmunizadas con E. acervulina, E. maxima y E. tenella administradas a aves

SPF Leghorn White infectadas severamente con una cepa salvaje de E. tenella

3.6.1 Antisuero contra ooquistes orales de E. tenella

La cinética de anticuerpos observada en la prueba ELISA indirecta hacia ambas fases
asexuales de E. tenella después de la inmunizacion con 5,000 ooquistes esporulados per o0s
a cada gallina hibrida se incrementa paulatinamente con el tiempo (Figura 28).
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Figura 28. Dinamica de la reactividad de anticuerpos hacia los sobrenadantes de antigenos
del esporozoito (Sz) y merozoito (Mz) de E. tenella de aves inmunizadas oralmente con E.
tenella. Se muestran diluciones 1:10 (linea continua) y 1:100 (linea punteada) de cada suero.
Las flechas indican los refuerzos inmunoldgicos con intervalo de 4 semanas c/uno. Los
sueros de las gallinas no inmunizadas (=) no mostraron ninguna reactividad hacia ambos
antigenos. Cada fecha PI muestra la media del antisuero en unidades de absorbancia (OD) +
la desviacion estandar (D.E.). En la grafica, los marcadores caracterolégicos que no

comparten una literal idéntica son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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La respuesta humoral hacia los antigenos de esporozoitos y merozoitos fue de similar
intensidad y muestra el mismo perfil a lo largo del tiempo Pl. Desde el principio se observa
gue ambos titulos (Sz y Mz) en las aves inmunizadas fueron diferentes a los titulos de las
aves no inmunizadas (P<0.05). El titulo de las aves inmunizadas hacia ambos antigenos (Sz
y Mz) se detecta elevado inmediatamente 2 semanas después de la primer inmunizacion, el
pico de anticuerpos se observé 2 semanas después del primer refuerzo inmunolégico.
Después los Abs comenzaron a declinar ligeramente hacia las 10 semanas PI, y el segundo
refuerzo no mostré ningun tipo de efecto sobre el nivel de titulos séricos (Figura 28).

3.6.2 Antisuero contra esporozoitos completos de E. tenella

La cinética de la respuesta humoral de las aves SPF Leghorn White inmunizadas via
subcutanea con esporozoitos completos inactivados de E. tenella fue similar para ambos
antigenos zoitos asexuales de E. tenella (Figura 29).
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Figura 29. Dindmica de reactogenicidad de anticuerpos hacia el antigeno del esporozoito
(Sz) y merozoito (M;) de E. tenella de aves SPF Leghorn White inmunizadas
subcutaneamente con esporozoitos completos de E. tenella. Dilucién 1:10 (linea continua) y
1:100 (linea punteada) de cada antisuero. Las flechas indican las tres inmunizaciones de
refuerzo en intervalos de dos semanas. Los sueros de las aves no inmunizadas (-) no

mostraron reactividad. Cada fecha muestra la media del antisuero en unidades de
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absorbancia (OD) * la desviacién estandar (DE). De acuerdo con la prueba Tukey, los puntos

caracterolégicos que no comparten misma literal son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Dos semanas después de la primer inmunizacion se alcanza el pico sérico contra ambos
antigenos, los niveles de Abs permanecen en meseta hasta las 6-7 semanas Pl. Desde el
pico sérico hasta finalizar la prueba de inmunizacién la reactividad del antisuero (1:100)

hacia el Ag del esporozoito fue ligeramente mayor que hacia el Mz (Figura 29).

3.6.3 SDS-PAGE de los anticuerpos IgY de Supracox®

El contenido proteico promedio de la suspensién hiperinmune de SC fue de 30 mg/mL La
pureza de IgYs en el producto fue de ~90% como se puede observar en el SDS-PAGE
(Figura 30). EI SC muestra la presencia de dos bandas de proteinas tefiidas fuertemente con
CBB (carril 1y 2), el peso molecular de las bandas fue de ~68 kDa y ~27 kDa, representan a

la cadena pesada y ligera de IgY respectivamente (Figura 30).
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Figura 30. Patron electroforético de inmunoglobulinas IgY purificadas (Supracox™) en un gel
de duodecil sulfato de sodio acril- bisacrilamina al 12%. M, es el marcador de peso
molecular, la linea 1 son IgYs purificadas, la linea 2 es repeticion. Las flechas resaltadas en

negro indican la cadena pesada y la cadena ligera de las IgYs purificadas.
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3.6.4 ELISA de IgYs de Supracox® e IgYs de la yema de huevos de gallinas
inmunizadas con esporozoitos completos de E. tenella

La reactogenicidad del antisuero positivo de referencia hacia los antigenos del esporozoito
(3.84 OD) y merozoito (3.84 OD) fue idéntica, este antisuero presento la mayor respuesta
hacia ambos SNs (Figura 31). Los niveles de anticuerpos de las inmunoglobulinas Y
policlonales de la yema de las aves SPF Leghorn inmunizadas parenteralmente con el
esporozoito de E. tenella mostraron mayor reactividad que los anticuerpos del SC. Los
anticuerpos anti- esporozoito mostraron una ligera mayor reactividad hacia el antigeno del
esporozoito (2.87 OD) que hacia el Ag del merozoito (2.68 OD). El producto SC mostré bajos
niveles de anticuerpos reactivos, la inmunorreactividad hacia el antigeno del merozoito (0.28
OD) fue ligeramente mayor que la mostrada hacia el Sz (0.24 OD). La inmunorreactividad
hacia ambos estadios asexuales de E. tenella de los anticuerpos de la yema de huevos de
aves SPF Leghorn White no inmunizadas fue la méas baja (< 0.12 OD) (Figura 31).
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Figura 31. Reactividad en ELISA indirecta de IgY multivalentes de Supracox®, IgY
policlonales de la yema de huevos de aves SPF Leghorn White inmunizadas con
esporozoitos completos de E. tenella (IgY vs Sz), antisuero positivo de gallinas versus E.
tenella [SPF Suero (+)] y suero negativo [SPF Suero (-)] hacia los antigenos esporozoito y

merozoito de E. tenella. El suero de las aves SPF Leghorn White no inmunizadas no mostré
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reactividad. Cada columna representa la media en OD = la desviacion estandar (n=6) de dos
observaciones independientes (1:100). Las columnas que no estan identificadas con la

mismas letra (a-c) presentan valores significativamente diferentes (P<0.05).

3.6.5 Western blot de Supracox® e IgYs de la yema de gallinas inmunizadas con
esporozoitos completos de E. tenella

Los perfiles de polipéptidos de Sz y Mz observados en SDS-PAGE tefiido con CBB fueron
complejos, pero bastante similares entre ambos estadios de vida de E. tenella con ~25
bandas claramente identificadas en cada uno de ellos. Algunas bandas fueron comunes a
ambas etapas zoito asexuales de E. tenella, mientras que otras fueron especificas de estadio
(Figura 32A). Las diferencias observadas en los patrones de proteinas de las dos etapas de
vida de E. tenella fueron particularmente evidentes a pesos moleculares menores a 50 kDa.
Los Sz muestran bandas relevantes aproximadamente de 185, 120, 105, 94, 68, 47, 42,y 38
kDa, asi también como dos bandas cercanas a los 25 kDa. Los merozoitos mostraron
bandas a los 105, 53, 47, 44, 38 y 26 kDa, con una banda fuertemente tefiida de 12 kDa.

La suspension de SC o de las IgYs de yema colectadas de las aves SPF Leghorn White
inoculadas Sc con esporozoitos de E. tenella fueron usadas independientemente para probar
las proteinas de esporozoitos y merozoitos resueltas y transferidas a las membranas de
PVDF. Solo una pequefia fraccion del total de proteinas presentes en los SDS-PAGE fueron
reconocidas por las IgYs experimentales (Figura 32C, 32D). En ambos ciclos de vida de E.
tenella hubo diferencias en nimero e intensidad de tincion de los antigenos reconocidos por
cada una de las preparaciones de IgY. La reaccion mas fuerte de la suspension hiperinmune
de IgYs policlonales de la yema del huevo de aves SPF Leghorn inmunizadas con el
esporozoito completo de E. tenella se observé con el Ag del esporozoito. Se identificaron
ocho antigenos en el Sz con pesos de ~120, 105, 82, 64, 47, 24, 23 y 17.5 kDa, con dos
proteinas de ~34 y 27.5 kDa apenas visibles en este carril (Figura 32C). Este mismo
compuesto reaccion6 con dos polipéptidos comunes con el merozoito de ~105 y 82 kDa, asi
también con un antigeno inmunodominante especifico del merozoito con un peso molecular
de 26 kDa (Figura 32C).

Las IgYs policlonales del SC mostraron un mayor patron de reconocimiento con el antigeno
del merozoito que con el Ag del esporozoito (Figura 32D). En el andlisis Western blot del SC
(analisis efectuado 3% afios después de caducado el producto mantenido a 4°C de
refrigeracion todo este periodo), se observé que reacciona claramente con una proteina de

~82 kDa y débilmente con cuatro proteinas de ~60, 35, 24 y 17 kDa del esporozoito, Las
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proteinas mas claramente detectadas en el merozoito mostraron pesos moleculares de ~82,
60, 54, 40, 37.5, 30 y 13 kDa, y tres bandas menos evidentes de polipéptidos de ~24, 20 y
17.5 kDa fueron identificadas en este mismo antigeno (Figura 32D). Una proteina dominante
de 82 kDa fue reconocida en ambos estadios zoitos asexuales de E. tenella por cada una de
las dos preparaciones de IgYs evaluadas. El antisuero obtenido de las aves resistentes
infectadas (oralmente) con ooquistes esporulados de E. tenella reconocieron 13 bandas
preponderantes en el antigeno esporozoito y 14 bandas inmunodominantes fuertemente
tefiidas en el antigeno del merozoito de segunda generacion de E. tenella (Figura 32B).
Varias de estas bandas de proteinas también fueron reconocidas por ambas suspensiones

de IgYs de yema evaluadas, pero con una aparente menor intensidad.
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Figura 32. Polipéptidos del esporozoito (Sz) y merozoito (Mz) de E. tenella separados en
SDS-PAGE al 12% vy tefiidos con azul brillante de Coomassie (A). Fueron probados en
inmunotransferencias con antisuero de gallinas resistentes inmunizadas oralmente con
ooquistes esporulados de E. tenella (B). inmunoglobulinas Y policlonales de yema de aves
inmunizadas con el esporozoito completo de E. tenella (C), y con IgYs policlonales de yema
de aves inmunizadas contra Eimeria sp (Supracox®) (D). El suero de aves SPF Leghorn
White no inmunizadas no mostré evidencia de reactividad (datos no mostrados). El antisuero
contra E. tenella oral fue diluido 1:100 en B, y ambas suspensiones de IgYs de yema 1:25 en

C y D. M= marcador estandar de peso molecular (10 - 180 kDa).
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3.6.6 Eficacia de Supracox® en los parametros de proteccién evaluados

La eficacia de la proteccion de las IgYs del SC contra un alto desafio (3 x10* ooquistes
esporulados de E. tenella) en términos de peso corporal, conversion alimenticia, hematocrito,
tasa de supervivencia, calificacion de lesiones, ooquistes eliminados por gramo de heces,
ooquistes presentes en tejido cecal e IAC se muestran en las tablas 13 y 14.

Aungue las aves en el grupo no-tratado desafiado (testigo positivo) mostraron 25% de
mortalidad y ninguna de las aves SPF Leghorn suplementadas con 60 mg IgY SC muri6, el

resto de los pardmetros evaluados no mostraron ninguna diferencia entre los dos grupos.

Tabla 13. Parametros fisiolégicos de proteccion de las IgYs de yema de gallinas
inmunizadas con Eimeria sp en una infeccién con una alta dosis de ooquistes de E. tenella
en aves SPF Leghorn

Grupo Promedio de Convercion Hematocrito Tasa (%)
peso corporal (g) alimenticia (g:g) (%) supervivencia
Testigo s/desafio 963 + 7.51% 6.03+£0.13° 30.8 £1.452 100
60 mg IgY SC™ 860 + 90.0° 48.44 + 35,72 27.7+7.1° 100
120 mg IgY SC™ 918 + 13.12 6.73 + 0.31° 349+ 3.7 100
Testigo desafiado 891 + 60.0% 23.56 + 18.4° 27.4 + 4.6° 75

*Datos dentro de la columna con distinta letra superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Tabla 14. Inmunoproteccién de las IgYs de yema de gallinas inmunizadas con Eimeria sp en

una infeccién con alta cantidad de ooquistes de E. tenella en aves SPF Leghorn

Calificacion de  Ooquistes por g Ooquistes por g indice
Grupo lesiones de heces de tejido cecal  anticoccidial
promedio (n x 10°) (n x 10°) (IAC)
Testigo s/desafio 0.0 £ 0.0¢ 0.00° 0.00° 200
60 mg IgY SC™ 3.25 + 0.86% 3.10 + 2.12 2.13+1.53 55
120 mg IgY SC™ 2.5+0.67° 1.10 + 7.9 1.22 +0.82° 155
Testigo desafiado 3.40+0.792 3.9+3.02 0.92 + 0.34° 47

*Datos dentro de la columna con distinta letra superindice son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Las aves suplementadas con 120 mg del SC y desafiadas con una alta cantidad de

ooquistes esporulados de E. tenella in vivo mostraron una excelente proteccion. Los
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resultados en este grupo fueron estadisticamente indistinguibles con relacibn a los
resultados observados en el grupo no-tratado no-desafiado (testigo negativo). ElI peso
corporal del grupo de 60 mg (IgY SC) fue significativamente menor (P < 0.05) al peso
corporal del grupo testigo negativo o del grupo suplementado con 120 mg de IgYs (SC)
(Tabla 13). El grupo tratado con 60 mg del SC mostré la peor conversion alimenticia durante
el periodo de prepatencia. El HCT en las aves de los grupos tratados con 120 mg (IgY SC) y
testigo negativo fue normal. Los hematocritos del grupo 60 mg (IgY SC) y del grupo testigo
positivo fueron menores (P < 0.05) al HCT normal, no se observé diferencia significativa
entre estos dos grupos (Tabla 13). Se observo una reduccion significativa (P < 0.05) de la
severidad de lesiones cecales en el grupo suplementado con 120 mg de IgYs (SC)
comparada con las lesiones del grupo testigo positivo. En ambos grupos suplementados con
diferentes concentraciones de IgYs la severidad de lesiones disminuyo gradualmente
conforme se increment6 la cantidad de IgYs suplementadas per os. El grupo de 60 mg IgY
(SC) mostré una reduccion de lesiones del 4.5% con relacion al testigo positivo, no se
registré diferencia significativa entre ambos grupos (Tabla 14). La mayor reduccién en la
eliminacion de OPGH la mostr6 el grupo suplementado con 120 mg de IgYs (<71.8%). Las
aves suplementadas con 120 mg del producto (SC) mostraron una reduccién significativa (P
< 0.05) de los OPGH con relacién a la cantidad de ooquistes eliminados por las aves del
grupo 60 mg (SC) y el grupo testigo positivo. Aunque el grupo de 60 mg (SC) mostré una
reduccién de la eliminacién de ooquistes en heces de 19.6% en comparacion al grupo testigo
positivo, no se observé diferencia estadistica entre ambos grupos (Tabla 14). Comparado
con el grupo de 60 mg (SC) las aves suplementadas con 120 mg (SC) mostraron una
reduccién significativa (P < 0.05) en la cantidad de ooquistes presentes en el tejido cecal
después del desafio con E. tenella (Tabla 14). En los grupos infectados, el IAC del grupo
testigo positivo fue el menor (IAC=47) y el grupo de 120 mg (IgY SC) fue el mayor (IAC=155)
(Tabla 13). En los grupos suplementados con diferentes concentraciones de IgYs (SC), el

IAC aumenta conforme se incrementa la cantidad de IgYs (SC) suministradas a las aves.

3.6.7 Estudio histolégico

El grado de dafio tisular observado en los sacos ciegos de manera general fue muy severo
debido a la invasion y multiplicacion de los estadios de vida de E. tenella, no evidencio
ningun tipo de diferencia entre los grupos de tratamiento y el testigo no-tratado desafiado. El
tejido cecal mostré una afectacion grave por edema, inflamacion, hemorragias, necrosis,

atrofia de las vellosidades y fibrosis. Con base a la evaluacion ordinal el grupo con mayor
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calificacion fue el suplementado con 120 mg de SC (2.01), seguido del grupo suplementado

con 60 mg de SC (1.93) y el grupo testigo sin suplementar y desafiado (1.81).

3.7 Inmunizacién con esporozoitos completos inactivados de E. tenella en conejos
(Oryctolagus cuniculus) y gallinas (Gallus gallus)

3.7.1 Reactogenicidad en los progamas de inmunizacién

En la cinética de reactividad de los anticuerpos de conejos y aves SPF Leghorg hacia el
antigeno del esporozoito y merozoito de 22 generacion de E. tenella mostrada en la figura 32
se observé que ambos tipos de antisueros muestran reaccion cruzada hacia el merozoito, la
cual es de gran magnitud e indistinguible con la respuesta hacia el esporozoito que fue el
antigeno con el que los conejos y aves fueron primo inmunizados (esporozoitos completos

inactivados de E. tenella contenidos en la vacuna EtSz-IMS1313).

A B

Sz 1:10
Sz 1:100
Mz 1:10
Mz 1:100

Sz suero (-)

D.O.450 nm

P hoeni

Mz suero (-)

6

Semanas post-primer inmunizacién Semanas post-primer inmunizacién

Figura 33. ELISA indirecta que muestra la dinamica de anticuerpos contra el esporozoito
(S2) y merozoito (Mz) en conejos (A) y aves SPF Leghorn (B) después de la inmunizacion
con Szs completos de E. tenella a las 0, 1, 4 y 6 semanas (). Los antisueros reaccionan
contra el antigeno Sz diluido 1:10 (A) y 1:100 (A), o reaccionan contra el antigeno del Mz
diluido 1:10 (e) y 1:100 (o). El suero preinmune fue diluido 1:10, se expuso al antigeno Sz (o)
o al Mz (m). Los puntos en las figuras representan promedios + DE de lecturas de OD.

Distintas letras en la misma fecha de evaluacién indican diferencia estadistica *P < 0.05.

La cantidad aproximada de anticuerpos en conejos y aves fue similar, sin embargo, las
gallinas alcanzan la fase de meseta (plateau) en la produccion de IgYs casi inmediatamente
después de la segunda semana PI, mientras que la produccién de las IgGs de los conejos
alcanza esta fase de meseta hasta después de la cuarta semana post-inmunizacion. Si bien

la inmunizacion se realiz6 utilizando la vacuna EtSz-IMS1313 de E. tenella, la respuesta
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hacia los antigenos del Sz y Mz de E. tenella muestra una intensidad similar y comparte casi
el mismo patrén dinamico en la produccion de anticuerpos (Figura 33A 'y 33B). En la dilucion
1:100 de los antisueros de las aves, la inmuno-reactividad contra el antigeno del esporozoito
fue ligeramente mayor (P<0.05) que la mostrada hacia el antigeno del merozoito (Figura
33B). Ambos antisueros fueron diferentes (P<0.05) a la reactividad mostrada por el suero de
los especimenes testigo no inmunizados (Figura 33).

La figura 34A muestra la separacion de los polipéptidos presentes en los sobrenadantes de
Szs y Mzs de E. tenella en SDS-PAGE al 12% tefiido con CBB. Aunque en cada antigeno
examinado se puede observar un perfil complejo de polipéptidos tefidos y bien delimitados
por bandas de diferente peso molecular, es posible identificar que ambos antigenos
comparten bandas similares en masa, y algunas proteinas especificas a cada estado zoito

asexual evaluado.

A B C D
kDa M Sz Mz Sz Mz M Sz Mz M Sz Mz Sz Mz M Sz Mz
g%___ﬁ——f— [ - f—"\ ; ; D
=100 —— o | P ha
~70 - - A= - — —
~Do - o e - | = e—
~40  w—
~35 -
~25 o _—

—— =t -

~15 -

Figura 34. Proteinas del esporozoito (Sz) y merozoito (Mz) separados electroforéticamente
en SDS-PAGE al 12% tefiido con azul brillante de Coomassie (A). Western blotting con
antisuero versus el Sz de conejo (B) y aves SPF Leghorn White (C). Reactividad del
antisuero de aves resistentes infectadas oralmente con ooquistes de E. tenella (D). El
antisuero fue diluido 1/8000 en C, 1/2000 en C y Unicamente 1/100 en D.

La diferencia mas notoria entre el perfil proteico de ambos antigenos evaluados se observo
en las bandas con pesos moleculares menores a los 50 kDa. En el esporozoito fue notoria la
presencia Unica de una banda de 42 kDa la cual fue altamente evidente por su mayor
afinidad tintorial ademas de dos polipéptidos especificos por abajo de los 25 kDa, mientras
gue en el merozoito una banda circunscrita a los ~26-27 kDa se observé de forma Unica en

este antigeno, otra banda de 10 kDa en este mismo antigeno fue notoriamente mas
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abundante y mostr6 la mayor afinidad tintorial de todas las bandas de este carril. Se observo
gue las proteinas de alto peso molecular son las que mas se comparten entre ambos
estadios con algunas diferencias relativas a su concentracion en uno u otro estadio zoito
asexual de E. tenella (Figura 34A). Al analizar el Western blott, los sueros anti- esporozoito
de conejo (Figura 34B) y ave (Figura 34C) reconocen un patrén similar de polipéptidos en el
esporozoito, principalmente en los antigenos con peso molecular mayor a 35 kDa. Las
bandas preponderantes detectadas en el esporozoito mostraron un peso molecular de ~21,
23 y 24 kDa, en contraste, independiente al origen del animal inmunizado (conejo o ave) los
sueros anti- esporozoito detectaron pocos polipéptidos de mayor peso molecular en el
merozoito (~70 kDa y ~124 kDa). El antisuero de las aves infectadas naturalmente con
ooquistes esporulados viables (Figura 34D) reconoce un patrén complejo de polipéptidos que
es bastante similar entre ambos antigenos (Sz y Mz), esto principalmente por arriba de los
35 kDa, por abajo de este peso molecular, solo se observé una banda en comun de 10 kDa,
la cual esta presente en ambos estadios zoitos asexuales de E. tenella, aunque ésta mostro
mayor afinidad tintorial en el antigeno del merozoito que en el del esporozoito.
Adicionalmente, se observé una banda especifica de estadio de 23 kDa en el esporozoito,

mientras que en el merozoito se observd una banda Unica de ~26-27 kDa (Figura 34D).
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Fracciones del lavado

Figura 35. Espectrofotometria a 280 nm de las 8 fracciones obtenidas en el proceso de
lavado
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3.7.2 Purificacién, cuantificacién y caracterizacion de las inmunoglobulinas IgG de
conejo

En la fase de union se determinaron 44 mg de proteina sérica total por mL de suero
empleado, esto a partir de una mezcla 50:50 (v/v) de sueros hiperinmunes de 2 conejos New
Zealand White (1.25 mL c/uno, el total fue de 2.5 mL= 110 mg totales de proteina sérica). En
la fase de lavado se recolectaron 8 fracciones de 1.5 mL cada una de las cuales mostro
diferentes lecturas espectrofotométricas (Figura 35) en la fraccion 5 (flecha roja) se observa
el valor més cercano a cero (0.068), adicionalmente, se efectliio el andlisis electroforético
(SDS-PAGE 12%) e inmunoblotting (IgG cabra vs IgG conejo) de las fracciones 1, 2, 3y un
pool, ademas de las fracciones de lavado (Figuras 36 y 37).

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kDa
180 o 180
130 2 Cadena 130
100 ) pesada 55 kDa 100
70 : . 70
55 55
Alblmina
40 sérica: 67 kDa 40
35 35
25 - e 25
Cadena ligera
15 25 kDa 15
10 10

Figura 36. Electroforesis de las fracciones purificadas de IgGs de conejo obtenidas por
cromatografia de afinidad en Sefarosa 4 B FF. Pozo 1: Marcador molecular, los nUmeros a la
izquierda representan estandares de proteinas de masa molecular conocida. Pozo 2: Primer
fraccion IgG. Pozo 3: Segunda fraccion 1gG. Pozo 4: Tercer fraccion IgG. Pozo 5: Pool de
IgG. Pozo 6: Primer fraccion de Lavado. Pozo 7: Tercer fraccién de lavado Pozo 8: Sexta
fraccion de lavado Pozo 9: Octava fraccion de lavado. Pozo 10: Marcador molecular,

nameros a la derecha representan estandares de masa molecular.
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En las fracciones 2 y 3 se observan de forma nitida las cadenas pesadas y ligeras, el grado
de pureza obtenido (98%) fue mucho mas aceptable que el reportado por otros autores que
han utilizado otras técnicas de purificacibn como la precipitacion progresiva con sulfato de
amonio o sodio, o incluso cromatografia que utiliza caracteristicas como hidrofobicidad o
union tiofilica, las cuales a diferencia de la cromatografia de afinidad empleada en el
presente estudio muestran resultados inferiores. Las fracciones de lavado progresivamente
muestran proteinas no absorbidas o unidas de forma inespecifica, la fraccion de mayor
deteccion en las primeras fracciones evaluadas fue principalmente albumina sérica del
conejo, la cual fue consistente con el peso (67 kDa) reportado previamente por diferentes
autores, las fracciones de proteina disminuyeron paulatinamente, en la fraccion 8 casi de

forma ya indistinguible se observé una fraccion de albumina residual.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kDa
180 180
130 130
100 100
70 70
55 55
40 40
35 35
25 25
15 15
10 10

Figura 37. Western blot de las fracciones de IgG de conejo obtenidas por cromatografia de
afinidad en Sepharosa 4 FF. Pozo 1: Marcador molecular, nimero a la izquierda es estandar
de masa molecular. Pozo 2: Primer fraccion IgG. Pozo 3: Segunda fraccion 1gG. Pozo 4:
Tercer fraccion IgG. Pozo 5: Pool de 19G. Pozo 6: Primer fraccion de Lavado. Pozo 7: Tercer
fraccion de lavado Pozo 8: Sexta fraccion de lavado Pozo 9: Octava fraccion de lavado. Pozo

10: Marcador molecular, nimero a la derecha es estandar de masa molecular.

Debido al grado de pureza de las inmunoglobulinas logrado (la sensibilidad del CBB
empleado para la visualizacion de las proteinas en el gel SDS-PAGE al 12% es capaz de

detectar a partir de aproximadamente 0.2 ug de proteina/banda, observando en cada carril
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adicional a las dos cadenas Unicamente tres bandas tenues) se obvio el procedimiento de
dialisis, aunque este es recomendable para eliminar componentes proteicos <140 kDa, los
cuales potencialmente podrian reaccionar en los procedimientos en los cuales se emplean
los anticuerpos purificados como el tamizaje de bibliotecas de Ph D.

En el inmunoblotting se observo con fuerte tincion el reconocimiento de las cadenas pesadas
(~55 kDa) de las tres fracciones analizadas (carril 2, 3 y 4), y la mezcla de estas (pool en
carril 5), sin embargo, en las 4 fracciones analizadas se observé una menor reactividad
tintorial de las cadenas ligeras por parte del anticuerpo cabra anti- conejo (~22.5 kDa). Se
observé también el reconocimiento de bandas de ~27, 37 y 115 kDa (Figura 37)

La tincion de los carriles donde se depositd el material proveniente del lavado fue de alta
afinidad solo para la corrida inespecifica, este se observo en el carril 7, 8 y 9 alrededor de los
~55 kDa, mientras que en el carril 6 este corrimiento proteico inespecifico fue de menor peso
(~50 kDa), no hubo evidencia de reconocimiento inespecifico hacia la alblmina sérica del
conejo (67 kDa) por parte de las IgG de cabra (HRP) anti-IgG de conejo (Figura 37)

Durante la fase de elusién se utilizaron 5 volumenes del buffer (5 mL) y se recibieron 5
fracciones de 1 mL aproximadamente, cada una se recibié con 50 yL de 1 M Tris-HCl a un

pH de 9.0/mL, cada fraccién obtenida se verificd por espectrofotometria a 280 nm (Figura 38)
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Figura 38. Espectrofotometria a 280 nm de las 5 fracciones del eluido obtenido
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pH obtenido en las primeras tres fracciones:

Fraccion 1= pH 8.0

Fraccion 2=pH 7.5

Fraccion 3=pH 7.0

Tabla 15. Prueba de Bradford para determinar la cantidad de pug/pL de inmunoglobulinas de

conejo purificadas en las 3 primeras fracciones obtenidas por medio de cromatografia de

afinidad con la proteina G en Sefarosa 4 de flujo rapido (GE Healthcare).

CURVA BSA DILUCION MUESTRAS
ug BSA ug/ul Total ug/ul ug/ul
Esperado CURVA F1  1,46861925 5 7,34309623
1 1,10774059 F1 0,8959205 10 8,95920502
2 2,15638075 F1  0,27615063 20 5,52301255  7,2751046
3 2,68200837 Promedio
4 3,60774059 F2  3,13179916 5 15,6589958
5 4,041841 F2 2,51202929 10 25,1202929
F2 1,44769874 20 28,9539749  23,2444212
Promedio
F3  0,09309623 5 0,46548117
F3 -0,18148536 10 -1,81485356
F3 -0,27824268 20 -5,56485356  0,46548117
Promedio
Pool  2,14069038 5 10,7034519
Pool  1,34832636 10 13,4832636
Pool  0,55596234 20 11,1192469  11,7686541
Promedio

Se obtuvo un total de 35.28 mg de 1gGs (32.08% de recuperacion con relacién a los 110 mg

de 1gGs calculados a partir de los sueros de los dos conejos utilizados en los 2.5 mL

aplicados a la columna de Sefarosa G 4 B FF).
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Figura 39. Reactividad espectroscépica de albumina sérica bovina (BSA) utilizada como

patrén de calculo para la curva de correlacion proteica al utilizar el reactivo de Bradford

3.7.3 Titulacién por ELISA indirecta de las inmunoglobulinas IgG purificadas del suero
hiperinmune de conejo contra los antigenos esporozoito y merozoito de E. tenella

En la prueba de ELISA indirecta se observd una reactividad 6ptima de los anticuerpos
purificados por medio de la proteina G 4B FF, esto se reflejo con niveles de OD por arriba de
1.5 en ambos zoitos asexuales de E. tenella, ain a una dilucion tan alta de las
inmunoglobulinas como lo fue la dilucién 0.94 pg/pozo (Figura 40). Adicionalmente, se
determin6 que la OD registrada hacia el antigeno soluble de los esporozoitos fue mayor que
la registrada hacia el antigeno soluble de los merozoitos (1 ug/pozo), lo cual se evidencio
aun mas a partir de la dilucién 1.87 pg/pozo (Figura 40). La respuesta observada hacia
ambos antigenos es diferente a la determinada en estudios previos.

En la prueba de ELISA indirecta el suero original de los conejos a partir del cual se
purificaron las IgG muestra una mayor reactividad que el pool de las fracciones de
inmunoglobulinas purificadas (Figura 41). En los resultados se debe considerar que las
diluciones de ambos componentes de inmunoglobulinas se efectuaron con base a diferente

escala (Suero original= dilucion doble seriada a partir de dilucion décuple inicial. Pool de -
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Figura 40. ELISA indirecta de tres fracciones de inmunoglobulinas de conejo purificadas con

proteina G 4 FF hacia antigenos solubles de dos zoitos asexuales de E. tenella
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Figura 41. Reactogenicidad en ELISA indirecta de un pool de tres fracciones de
inmunoglobulinas de conejo purificadas con proteina G 4B FF y el antisuero original de los

conejos hacia antigenos solubles de E. tenella

154



fracciones de IgG= dilucion doble seriada a partir de una cantidad especifica de IgGs= 30
ug/pozo) (Figura 41). Los anticuerpos mostraron ser biolégicamente aptos para utilizarse en
la metodologia de tamizaje de bibliotecas combinatorias de Phage display (Bibliotecas 12

mer y c7c f, New England Biolabs® Inc).

3.8 Tamizaje de bibliotecas combinatorias de péptidos desplegados aleatoriamente en
la proteina Ill de fagos filamentosos M13 utilizando como ligandos anticuerpos IgG de
conejo (Oryctolagus cuniculus) versus el esporozoito completo de E. tenella

3.8.1 Primer Tamizaje (Ensayo completo)

Los anticuerpos purificados (pool fracciones 1, 2 y 3) se emplearon para el tamizaje de dos
bibliotecas de fagos M13: Phage display Peptide Library 12 mer y c7c (New England
Biolab®, Ipswich, MA, USA) (proporcionada por la técnico del laboratorio, en 1 uL de cada
una de las dos bibliotecas referidas diluido en 99 uL de PBS 1 X, ambas bibliotecas habian
sido previamente recuperadas de un primer tamizaje contra anticuerpos IgY versus virus de
Aujesky efectuado por otro alumno del mismo laboratorio). El tamizaje se efectio con la
finalidad de identificar si existe un reconocimiento positivo de péptidos que mimetizan a los
epitopos del parasito, y que estos sean altamente reactivos a los anticuerpos (ligando) que
se obtuvieron a partir de las inmunizaciones con esporozoitos completos a cada uno de dos
conejos, los Abs utilizados fueron mezcla de ambos conejos 50:50 (v/v), después de 3
rondas de bioseleccién se recuperaron 20 de las clonas mas reactivas de cada una de las
dos bibliotecas utilizadas (c7c f y 12mer lin), se amplificaron, se titularon, se realiz6 ELISA
indirecta y las clonas positivas a la reaccion se secuenciaron. En la tabla 16 se muestran los
titulos obtenidos en los tres pannings efectuados durante la primera prueba de Phage
display.

En el amplificado del eluido del segundo panning de la biblioteca 12 mer, se evallo
experimentalmente cuanto se reduce el titulo de los fagos después de su primer
precipitacion, se observé una reduccion del titulo de 61.8% con relacién al titulo del mismo
eluido amplificado previo a la primer precipitacion con PEG 20% 2.5 M NacCl.

En la tabla 17 se muestran los titulos obtenidos para cada una de 20 clonas seleccionadas y

amplificadas de la biblioteca 12mer lin a través de la infeccion en E. coli K12 ER2738.

155



Tabla 16. Tamizaje de Phage display de las bibliotecas 12mer lin y c7c f con IgGs

purificadas de conejos previamente inmunizados con esporozoitos completos de E. tenella.

IgGs Ph D 12 mer lin ** PhDc7cf
Conejos (ufp/mL) (ufp/mL)
(Pool de
Fraccion 1,2 y 3) Eluido E. Amplificado Eluido E. Amplificado
1¢" Panning
2.0x10° 1.2 x 10* 5.0 x 10° 7.5x10%*
(10 pg/pozo)
2° Panning .
7.8 x 10° 6.5 x 10*3 2.0x 10° 1.9x 108
(5 pg/pozo)
3° Panning
6.5 x 10’ - 7.0 x 10° -
(2.5 pg/pozo)

NOTA: **Titulo amplificado previo a la precipitacion de los fagos en la 22 ronda: 1.7 x10%* ufp/mL

Tabla 17. Titulo de las clonas de fagos M13 amplificados (12mer lin)*

Clona Titulo Clona Titulo
1 6.0 x 1013 11 1.12 x 10
2 3.0 x 10*2 12 2.32 x 10
3 1.2 x 103 13 1.14 x 10
4 3.7 x 108 14 1.22 x 10
S 5.0 x 10%2 15 3.0 x 10%°
6 3.8 x 10% 16 1.28 x 10
7 1.0 x 10%2 17 6.54 x 10
8 8.0 x 1013 18 7.9 x 1013
9 - ** 19 2.42 x 104
10 4.0 x 102 20 6.8 x 1013

*Datos dentro de la columna muestran cantidad de fagos en notacién de Logaritmo base 10

**Clonas en particular que no alcanzaron el titulo minimo requerido

En la tabla 18 se muestran los titulos obtenidos para cada una de 20 clonas seleccionadas y

amplificadas de la biblioteca c7c f a través de infeccion controlada en E. coli K12 ER2738.
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Tabla 18. Titulo de las clonas de fagos M13 amplificados (c7c f)

Clona Titulo Clona Titulo
1 1.3 x 10% 11 7.0 x 10*
2 *1.2 x 10%4 12 4.0 x 10*?
3 *1.3 x 10* 13 2.1 x10%
4 4.4 x 103 14 6.0 x 10%?
5 1.0 x 103 15 3.36 x 10%*
6 2.4 x10%3 16 **2.9 x 10%3
7 1.1 x 10%3 17 4.0 x 10%2
8 S 18 45 x 10%3
9 **7.4 x 103 19 1.0 x 10%4
10 1.3 x10% 20 4.32 x 10%

* Condiciones 6ptimas para la re-amplificacion de las clonas de fagos que no alcanzaron un titulo
minimo de 1 x 10%3: 10 mL de medio 2XYT, 200 uL de E. coli K12 ER2738, 20 uL dil. 1 x 102 del SN

del amplificado previo que no alcanzd el titulo.

** Clonas en particular que no lograron alcanzar el titulo minimo requerido
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*
1
£ 2
o
o
wn
<
©
[a]
1
N.S
] 1
g,;\« ¢4f &\ Ny % B 60 B ,\"\z ,\,'\r ,\"b ,\’Dl ‘\f’ ,\,Q) ,;\ ,\,‘b ,\,‘b ~\\,\
)
& &
‘(’\
1 mg/pozo 5x10° UFP/pozo

Figura 42. ELISA indirecta de clonas seleccionadas de la biblioteca 12mer lin utilizando

suero hiperinmune de conejos New Zealand versus esporozoitos de E. tenella. Placa
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sensibilizada con 5 x10'° fagos/pozo, diluciéon del suero 1:100; dilucién del anticuerpo
secundario IgG Cabra anti-conejo 1:2000. Lecturas de OD por duplicado. La prueba se

repitio tres ocasiones. *P<0-05, N.S.= Sin diferencia estadistica. Revelado con OPD.

c7c lin

*P <0.05

D.0.450 nm
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<
1 wg/pozo 5x 10 ° UFP/pozo

Figura 43. ELISA indirecta de las clonas seleccionadas de la biblioteca c7c constrained con
el suero hiperinmune de conejos New Zealand versus los esporozoitos de E. tenella. Placa
sensibilizada con 5 x10%° fagos por pozo, diluciéon del suero 1:100; dilucién del anticuerpo
secundario IgG Cabra anti-conejo 1:2000. Lecturas de OD por duplicado. La prueba se

repitié tres ocasiones. *P<0-05, N.S.= Sin diferencia estadistica. Revelado OPD.

158



2.5 12 mer linear

* P <0.05
2.0 .
1
£ 1.5
o
o
wn
<
g 1.0
o
N.S
0.5
1 1
,,1« é’bw&\ N % % 60 9 N» ,\:\« ,y": ,»0' ,»") ,\’b ,;\ N‘b ,\9 ,‘9 ~¢5~\\,\
8 N
«
<
1 Wg/pozo 5x 10" UFP/pozo

Figura 44. ELISA indirecta de clonas seleccionadas de la biblioteca 12mer lin con el suero
hiperinmune de aves SPF Leghorn versus esporozoitos de E. tenella. Placa sensibilizada con
5 x10%° fagos por pozo, dilucién del suero 1:100; dilucién del anticuerpo secundario 1gG
Cabra anti-pollo 1:1500. Lecturas de OD por duplicado. La prueba se repiti6é tres ocasiones.

*P<0-05, N.S.= No diferente estadisticamente. Revelado con OPD.
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Figura 45. ELISA indirecta de las clonas seleccionadas de la biblioteca c7c constrained con
el suero hiperinmune de aves SPF Leghorn versus los esporozoitos de E. tenella. Placa
sensibilizada con 5 x10%° fagos por pozo, dilucién del suero 1:100; dilucién del anticuerpo
secundario IgG Cabra anti-pollo 1:1500. Lecturas de D.O. por duplicado. La prueba se repitié

tres ocasiones. *P<0-05, N.S.= Sin diferencia significativa. Revelado con OPD.

Tabla 19. Secuencias de ADN de las clonas de fagos M13 amplificados en la biblioteca

12mer lin
Secuencia Clona Frecuencia
LRKGFSAVVAAF 1 12-1 (1/20)
VHWDFRQWWOQPS 3,4,6,12, 13, 14,15, 16,17,18, 19,20 12-3 (17/20)
VQGDFRQWWQPS 8 12-8 (1/20)
YLPYDALRKAWG 11 12-11 (1/20)

Biblioteca 12mer lin = 17 clonas de secuencia idéntica, 1 clona de consenso (motif) sin
identificador linker set (C8), una clona con secuencia diferente (11) y una clona sin linker set
(C1). Dos de las secuencias con aparente consenso de residuos= DFRQWWQPS.

La inmunorreactividad de las clonas seleccionadas a partir de la biblioteca 12 mer y c7c lin
hacia los Abs de conejos o aves SPF Leghorn White inmunizados Sc con esporozoitos
completos de E. tenella fue menor y diferente (P<0.05) al nivel mostrado por los controles del
antigeno nativo del Sz y Mz utilizados (1 pg/pozo de Ag Sz y Ag Mz) (Figuras 42, 43, 44 y
45). Adicionalmente mostraron ser estadisticamente indistinguibles con relacién a los
controles negativos (M13 wt, fago7 de 12 mer y fago 12 de c7c, estos ultimos fueron fagos
irrelevantes provenientes de otro tamizado con el mismo tipo de biblioteca, pero realizado

con Abs versus Herpesvirus de enfermedad de Aujesky) (Figuras 42, 43, 44 y 45).

160



Tabla 20. Busqueda bio- informatica por medio de protein BLAST protein® protein* en base

de datos de E. tenella (taxid 5802) de las clonas seleccionadas de la biblioteca 12mer lin

Secuencia Proteina Coincidencia

- Proliferation-associated protein
LRKGFSAVVAAF _ Pos. 12; 7/10 (70%)
294, putative

VHWDFRQWWQPS - Sulfate transporter, putative Pos. 367; 6/9 (67%)
VQGDFRQWWQPS - Sulfate transporter, putative Pos. 367; 6/9 (67%)
- Chromosome lll, complete Pos. 1,113; 6/6
YLPYDALRKAWG
sequence, related (100%)

* https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Tabla 21. Secuencias de ADN de las clonas de fagos M13 amplificados de la biblioteca c7c

cons.

Secuencia Clona Frecuencia
CLESKSWSC 2 1/9
CLKNQSDQC 3 1/9
CEFSKFRSC 4 1/9
CTAFSLGKC 5,6,9,16,20 5/9
CSSGNLATC 10 1/9

Biblioteca c7c f = 9 clonas secuenciadas, 5 idénticas, 4 clonas diferentes, sin aparente

consenso de residuos.

La baja inmuno- reactividad de las clonas en la prueba de ELISA indirecta, el reconocimiento
bio- informatico erratico y la presencia de la clona Ph D 12 mer VHWDFRQWWQPS 17
veces en el tamizaje de la biblioteca 12mer link mostré indicios de una probable
contaminacién cruzada durante tamizaje y tamizaje, o bien contaminacion cruzada de
algunos de los reactivos utilizados para los pannings, sin embargo, en la exposicion del
trabajo de tamizaje de las dos bibliotecas con antisuero de aves hiperinmunizadas versus
PrV Herpesvirus hecha por un alumno del mismo laboratorio, se observé que la Doctorante
aislo la misma clona (VHWDFRQWWQPS) en su proceso de tamizaje, lo cual contribuyo a
dilucidar que fue lo que sucedié en el proceso del tamizaje hecho con los anticuerpos

purificados versus el esporozoito de E. tenella.
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Tabla 22. Bio- informatica protein BLAST protein® protein* en la base de datos de E. tenella

(taxid 5802) de las clonas seleccionadas de la biblioteca c7¢

Secuencia Proteina Coincidencia

- Hypothetical protein,
CLESKSWSC 6/9 (67%)
conserved
- Charged multivesicular body protein
CLKNQSDQC 1b/chromatin modifying protein 1B, 6/8 (75%)
related
- LCCL domain-containing
CEFSKFRSC _ _ 5/8 (63%)
protein, putative
- Hypothetical protein,

CTAFSLGKC _ 6/7 (86%
conserved 60s ribosomal

CSSGNLATC - Hypothetical protein, conserved 6/9 (67%)

* https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

El 1 pL de cada biblioteca usado provenia del tamizaje de esta Doctorante, lo mas probable
fue un posible acarreo de clonas ya tamizadas unidas a su ligando primario (En este caso
IgY's de aves hiperinmunizadas con PrV), lo poco comprensible aqui es determinar como se
seleccionaron las clonas contaminantes panning tras panning utilizando anticuerpos de
conejo reactivos contra el esporozoito de E. tenella. Una de las causas probables de la falla
fue el bajo repertorio de fagos tamizados, esto atribuido al bajo titulo de las clonas
suministradas por la jefe del Laboratorio desde el inicio del tamizaje (1 pL en lugar de 10 pL
de la biblioteca original) (El titulo recomendado debe ser 1 x 10° en 100 pL/pozo en el caso
ideal de cumplir con la titulacién asegurada para cada biblioteca por parte del fabricante),
este 1 uL provenia de un tamizaje previo, debido a la falta de experiencia del doctorante en
este punto del trabajo, no se efectuo la titulacion de las bibliotecas previo a su tamizaje, ni
después de este segundo tamizaje

NOTA: Se debian de haber de titulado los L de la biblioteca Ph D después de cada tamizaje

con las IgGs de conejo.

Sin embargo, para determinar si la contaminacion del primer proceso de tamizaje provenia
del primer panning con Abs IgY versus el PrV hecho por el otro miembro del Laboratorio, se
decidié efectuar una prueba de ELISA indirecta utilizando antisuero de aves versus PrV

(Antisuero elaborado en Lab. I.A.S.A. Tehuacan, Puebla, México) (Figuras 46 y 47).
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Figura 46. ELISA indirecta de clonas seleccionadas de la biblioteca 12 mer utilizando
antisuero hiperinmune (Herpesvirus, PrV) de aves SPF Leghorn White. Placa sensibilizada
con 2 x10' fagos por pozo, dilucion suero hiperinmune 1:10; diluciéon del anticuerpo
secundario 1gG Cabra anti-lgY de ave 1:1500. Lecturas de D.O. por duplicado. Prueba

repetida en tres ocasiones. *P<0-05, N.S.= Sin diferencia estadistica. Revelado con OPD.

Con base a los resultados obtenidos se decidié efectuar adicionalmente una corroboracion
con una prueba de ELISA indirecta utilizando como antisuero un control positivo de una
prueba comercial de ELISA indirecta versus a-herpesvirus el cual es el agente etiolégico de
la Laringotraqueitis aviar (ILT ab+ ELISA de X-OVO England) (Figura 48).
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Figura 47. ELISA indirecta de clonas seleccionadas de la biblioteca c7c lin utilizando
antisuero hiperinmune (Herpes virus PrV) de aves SPF Leghorn White. Placa sensibilizada
con 2 x10' fagos por pozo, dilucién suero hiperinmune 1:10; diluciéon del anticuerpo
secundario IgG Cabra anti-IgY de ave 1:1500. Lecturas de D.O. por duplicado. Prueba

repetida en tres ocasiones. *P<0-05, N.S.= Sin diferencia estadistica. Revelado con OPD.

La mayor parte de clonas seleccionadas de Ph D 12 mer y c7c para esta prueba mostraron
reactividad, con los anticuerpos IgY positivos versus PrV, incluso al utilizar un antisuero
versus el a--Herpesvirus agente etiolégico de la Laringotraqueitis infecciosa de las aves
mostrando mayor absorbancia (OD) que la observada al utilizar en la prueba ELISA los Abs
de conejo vs E. tenella. No se determin6 cual fue la causa exacta de la alta inmuno-
reactividad que mostr6 el fago M13 al utilizar los dos tipos de antisueros.

Con base a los resultados observados se decidié detener el proceso de caracterizacion de

las clonas de ambas bibliotecas.
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Figura 48. ELISA indirecta de diferentes clonas seleccionadas de la biblioteca c7c (n=4) y 12
mer (n=4) utilizando como anticuerpo primario un control positivo vs Laringotraqueitis aviar
(ab+ a-Herpes aviar ELISA de X-OVO England). Placa sensibilizada con 2 x10*! fagos por
pozo, antisuero positivo directo 50 pL/pozo; dilucién del anticuerpo secundario IgG Cabra

anti-pollo 1:1500. Prueba realizada tres veces. Lecturas de D.O. por duplicado. *P<0-05,

D.0.450 nm

1.07 c7cliny12 mer

0.81

*P<0.05

0.61

2x 10" UFP/pozo

N.S.= No hay diferencia estadistica. Revelado con OPD.

Tabla 23. Titulos del tamizaje Phage display de las bibliotecas 12mer lin y c7c f con IgGs

purificadas de conejos previamente hiperinmunizados con esporozoitos de E. tenella.

Ph D 12 mer lin ** PhDc7cf
IgGs
_ (ufp/mL) (ufp/mL)
Conejos
(Pool 4y 6) Eluido E. Amplificado | Eluido E. Amplificado
1¢" Panning
0x 103 - 1.0 x 104 -
(10 pg/pozo)
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3.8.2 Reinicio Primer Tamizaje

Se inicio un nuevo tamizaje de Ph D 12 mer y c7c con 1 yL proveniente directamente de

cada una de las bibliotecas suspendido en 99 uL de PBS 1X/pozo.

3.8.3 Segundo Tamizaje

Se repitié el tamizaje debido a que no se alcanzé el titulo requerido en el eluido de la Ph D

12 mer; se incrementd a 5 YL cada una de las bibliotecas.

Ph D 12 mer lin ** PhDc7cf
IgGs
_ (ufp/mL) (ufp/mL)
Conejos
(Pool 4y 6) Eluido E. Amplificado | Eluido E. Amplificado
1¢" Panning
1.0 x 104 - 0x10® -
(10 pg/pozo)

No se alcanzo el titulo requerido para el primer panning en el eluido de la biblioteca Ph D c7c

f, el eluido del primer panning se juntdé con el eluido de este segundo panning y ambas

bibliotecas se amplificaron. Se obtuvo el titulo de este nuevo procedimiento:

Ph D 12 mer lin ** PhDc7cf
IgGs
_ (ufp/mL) (ufp/mL)
Conejos
(Pool 4y 6) Eluido E. Amplificado | Eluido E. Amplificado
1°¢" Panning
1.0 x 10* >1.0x 101 1.0 x 10* 3.0 x 101!
(10 pg/pozo)

No se alcanzé el titulo requerido para la amplificacién del primer eluido de la biblioteca de Ph

D 12 mer y de la biblioteca c7c f, se detiene el tamizaje y se titulan las bibliotecas.

Titulacion:

Biblioteca

Titulo

Ph D 12 mer lin =

PhDc7cf=

5 x 10*2 ufp/mL

9 x 10*2 ufp/mL
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Se determino un titulo bajo, se procedid a descartar la posibilidad de que los anticuerpos de
conejo utilizados para el Ph D estuvieran mostrando un problema de ligacion (linking) a nivel
del paratopo, al no mantener buen nivel de afinidad hacia los antigenos nativos de E. tenella

evaluados en el presente estudio. Se evallo nuevamente su reactividad con ELISA indirecta.
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Figura 49. ELISA indirecta hacia antigenos de E. tenella (1 pg/pozo Ag Sz y Ag Mz) de IgGs
purificadas con proteina G 4 FF de conejos hiperinmunizados contra el esporozoito de E.
tenella. Diluciones dobles seriadas, inicio con 30 pg IgG/pozo. Dilucion del anticuerpo
secundario IgG cabra anti-conejo 1:2000. MDO: >4.0 (4 primeras diluciones dobles). Se
indica la inmunorreactividad hacia los Ag de E. tenella con la concentracion de lgGs

purificadas (10 pg/ pozo) que se utilizo en el primer tamizaje. Lecturas OD por duplicado.

Los anticuerpos purificados de la fraccién Il o las mezclas de estos (pool 3 y 5) mostraron
una inmuno-reactividad similar (Figura 49) a la recién determinada después de su
purificacién (Figuras 40 y 41). Se descarto que los anticuerpos fueran el problema de los
titulos bajos mostrados en el primer eluido del segundo panning después de haber efectuado
el primer panning del tamizaje fallido (bibliotecas ya tamizadas con otros ligandos).

Se verifico el pH de todas las soluciones utilizadas para el proceso, el potenciémetro mostro
lecturas erraticas, se descarté el uso de todas las soluciones, se preparé una nueva solucién

de PBS estéril concentrado a 10X con un pH estandar, este reactivo se utiliz6 como base
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para la preparacién de los nuevos stocks de soluciones a emplear en un nuevo tamizaje con
la finalidad de solventar el probable efecto negativo de las soluciones sobre el bajo titulo
obtenido en ambas bibliotecas de los dos ultimos ensayos de Ph D efectuados.

La cantidad en pyL de cada biblioteca se utiliz6 de acuerdo con lo recomendado por el
fabricante. Como ligando se utilizaron los Abs purificados de conejos inmunorreactivos
contra el esporozoito de E. tenella de la fraccién I, la inmunorreactividad de esta fraccion fue

verificada como positiva (Figura 49).

3.8.4 Tercer Tamizaje

Para el tamizaje de las bibliotecas de fagos M-13 comerciales (Ph. D, 12 mer y c7c Phage
display Peptide Library, New England Biolab®, Ipswich, MA) se utilizo la fraccion Il de los
anticuerpos purificados de conejo contra el esporozoito de E. tenella. Con base al protocolo
original se utilizaron 10 yL de cada biblioteca, cantidad recomendada por el proveedor, los
10 pL se diluyeron en 90 pL de PBS 1X estéril por cada pozo de la placa.

Tabla 24. Ensayo de titulacion de fagos en la biblioteca de Phage display 12mery Ph D c7c

Titulo Ph D 12mer Ph D Circle 7c
Proveedor* 1 x 10*® UFP/mL 2 x 10% UFP/mL
Calculado** 5 x 10'? UFP/mL 9 x 10*2 UFP/mL

Adquirido 5 x 10 UFP/10 pL 9 x 10%° UFP/10 pL
Por pozo 5 x 10° UFP/100 pL 9 x 10° UFP/100 pL
Diversidad 5 x 10" UFP/100 pL 9 x 107 UFP/100 pL

Fagos real/pozo

Recomendado

50,000,000 UFP

100,000,000 UFP

90,000,000 UFP

200,000,000 UFP

* New England Biolab®. **Debido al tiempo de almacenaje de las bibliotecas y al volumen disponible
se tamizé con el titulo disponible, este considerd la mitad en cantidad de fagos, pero no de la

diversidad peptidica recombinante de acuerdo a lo propuesto por el proveedor.

Se observo un incremento en el titulo del eluido del primer panning realizado con relacion al
eluido obtenido en el tercer panning, lo cual indica un evidente enriquecimiento de las clonas
de fagos seleccionados por los anticuerpos-ligando empleados. En la biblioteca 12 mer link

éste aumento fue de 3 logaritmos méas y en la c7c mer de 2 logaritmos mas (Tabla 25).
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Tabla 25. Titulos del tamizaje de Phage display de las bibliotecas 12mer lin y c7c f con IgGs

purificadas de conejos previamente hiperinmunizados con esporozoitos completos de E.

tenella.
Ph D 12 mer lin ** PhDc7cf
IgGs
g (ufp/mL) (ufp/mL)
Conejos
., E. E.
(Fraccion i) Eluido Eluido
Amplificado Amplificado
1¢" Panning
2.0x10° 3.0 x 10*3 1.5x10° 4.8x10%
(10 pg/pozo)
2° Panning . "
2.8 x 10° 3.0 x 102 3.3x10° 5.0 x 10*2
(5 pg/pozo)
3° Panning
6.9 x 108 Control 2.2 x 107 Control
(2.5 pg/pozo)

* Se utilizaron 80 puL de Ph D 12mer lin para el tercer panning: 2.0 x 10! UFP/pozo
** Se utilizaron 50 pL de Ph D c7c f para el tercer panning: 2.0 x 1011 UFP/pozo

3.8.5 Clonas individuales

Después de efectuar un miniprep de las E. coli infectadas con cada clona de fagos
seleccionados a partir del amplificado del eluido del tercer tamizaje de cada biblioteca, se
verifico la integridad del ADN de cada clona seleccionada por medio de electroforesis

(Clonas 1 a 20 de cada biblioteca con 3 puL de ADN por pozo, n=40) (Figura 50).

Se observo suficiente cantidad de ADN en buen estado (no degradado), a cada clona se le
realizé PCR de secuenciacion tipo Sanger y después de su depuracion a través de columnas

de Sefadex G50 se secaron al vacio y se realizé su secuenciacion.
Se realizaron pruebas de ELISA indirecta de las clonas seleccionadas de la biblioteca 12mer

lin y c7c mer con el antisuero hiperinmune (suero vs esporozoito de E. tenella) de los dos

conejos New Zealand y de ambas aves SPF Leghorn White.
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Figura 50. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio con ADN de cada una de 20

clonas seleccionadas a partir del tamizaje de la biblioteca 12mer lin y 20 clonas de ADN

seleccionadas de la biblioteca c7c f. PM= Marcador de peso molecular en pares de bases.

3.8.6 Secuenciacion del ADN de cada fagotopo

Se remitieron a secuenciar 40 clonas seleccionadas y se obtuvieron las secuencias descritas
en la tabla 26 y 27.

Tabla 26. Secuencias ADN de clonas de fagos M13 amplificados en la biblioteca 12mer lin

Secuencia Clona Frecuencia
LHRGNEAVYAWP 1 1/20
AGHTTQFNSKTT 2,7,8,12,14,18,20 7120
NRPDSAQFWLHH 3 1/20
HFAYWWNGVRGP 4,5,9,10,13,15,16,19 8/20
FPVNNMQLWQVT 6 1/20
PNSAFWAGSER 11,17 2/20
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Biblioteca 12mer lin = 6 secuencias diferentes, 7 clonas con secuencia idéntica, 8 clonas

idénticas entre si, 2 clonas similares y 3 clonas Unicas.

Tabla 27. Secuencias del ADN de las clonas de fagos M13 amplificados de la biblioteca

cyclic 7 cistein mer fold.

Secuencia Clona Frecuencia
CNTGSPYEC 1,5 2/14
CMSTGLSSC 6 2/14
CSISSLTHC 7,15,20 3/14
CRSANIYTC 8 1/14
CHPVSGQKC 9,16 2/14
CLKFWKPNC 10,18 2/14
CHQTKTKFC 11 1/14
CHNETQKMC 13 1/14
CVGISALLC 17 1/14

Biblioteca Circle 7c f = 9 secuencias diferentes, 3 pares de clonas de secuencia idéntica, 3
clonas idénticas entre si, 5 clonas de secuencia Unica, seis clonas sin reporte de secuencia.

Sin consenso de residuos aparente.

3.8.7 Andlisis de las secuencias de cada clona seleccionada
Por medio de bio-informatica fueron analizadas las 40 clonas seleccionadas, se obtuvieron

identidades especificas con E. tenella para cada clona, se describen en la tabla 28, 29 y 30.

Los fagos de la biblioteca c7c lin en los cuales no se encontr6 secuencia de péptidos en la
proteina Ill fueron los identificados como 2, 3, 4, 12, 14 y 19. En el tamizaje se obtuvieron
Unicamente 14 fagos con secuencia de péptidos, se volvié a amplificar y titular el tercer
eluido del tercer panning de esta biblioteca (c7c f); a partir de las cajas sembradas se
seleccionaron nuevamente 10 clonas de E. coli tetraciclina resistentes positivas a IPTG-Xgal,
las cuales se procesaron nuevamente para obtener ADN y fagos de cada clona, los
resultados de inmuno- reactividad se integraron y se muestran en las pruebas de ELISA

indirecta de las clonas evaluadas en ambas bibliotecas (Figuras 51, 52, 53 y 54).
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Tabla 28. Bio- informética protein BLAST protein® protein* en base de datos de E. tenella

(taxid 5802) de las clonas de la biblioteca 12 mer lin. Se encontraron secuencias en las 20

clonas.
Secuencia Clonas | Busqueda (Standard Protein BLAST) | Identidad
E. tenella
LHRGNEAVYAWP 1 - Hypothetical protein, conserved Pos. 553 6/7
[Eimeria tenella] Sequ ID: (86%)
XP_013228393.1Length: 1103
Matches: 1
AGHTTQFNSKTT 2,7,8, | -Cullin homog, putative [Eimeria Pos. 54 6/7
12,14,1 | tenella] (86%)
8,20 Sequ ID: XP_013232647.1 Length: 208
Matches: 1
NRPDSAQFWLHH 3 - Hypothetical protein, conserved Pos. 1326 7/9
[Eimeria tenella] Sequ ID: (78%)
XP_013228556.1 Length: 9860 Pos. 812 6/14
Matches: 3 (43%)
HFAYWWNGVRG 4,59, | - Dynein beta chain, flagellar outer Pos. 523 5/5
P 10,13, | arm, putative [Eimeria tenella] Sequ (100%)
15,16,1 | ID: XP_013232219.1 Length: 959
9 Matches: 1
FPVNNMQLWQVT 6 - Hydroxymethyldihydropterin Shjct 262
pyrophosphokinase-dihydropteroate | 8/11(73%)
synthase, putative [Eimeria tenella]
Sequ ID: XP_013228005.1 Length: 640
Matches: 1
GPNSAFWAGSER | 11,17 | - Hypothetical protein, conserved Shijct 76 6/7
[Eimeria tenella] Sequ ID: (86%)
XP_013233745.1Length: 1116 Sbjct 984 5/8
Matches: 3 (63%)

Busqueda efectuada en: https://blast.nchi.nlm.nih.gov/

De las 10 clonas adicionales remitidas a secuenciar, 5 clonas fueron positivas a un péptido
c7c en la proteina Ill. En las cinco clonas positivas se observaron cuatro secuencias de
péptidos diferentes. Las clonas 1" y 3" presentaron la misma secuencia: CPTNQHHLC. La 77
presentd una fraccion de 4 residuos de una secuencia consenso (CLKLGEKWC) con los
fagos 10 y 18 secuenciados previamente en la primera ronda de secuenciacion:
CLKFWKPNC y con el fago 10" de secuenciacion reciente: CAKLCLNNC. Con base a la
informacion obtenida en las pruebas de ELISA se seleccionaron 4 de las clonas mas
reactivas para caracterizarlas, esto a partir de las 40 originalmente seleccionadas (2 clonas

de la biblioteca Ph D 12 mery 2 de la PH D c7c).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916414324?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M897TEFZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916422832?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M89SMUK5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916414650?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M8AM3RXF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916421976?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M5XB17TH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916413548?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M8BS5FB801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916425028?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M8CBW3RK014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabla 29. Bio- informatica protein BLAST protein® protein* en la base de datos de E. tenella
(taxid 5802) de las clonas de la biblioteca c7c lin. Se encontraron secuencias en 14 clonas.

No se encontraron secuencias en 6 clonas.

Secuencia Clonas Busqueda (Standard Protein BLAST) Identidad
Eimeria tenella taxid 5802

CNTGSPYEC 1,5 |- Microneme protein 4 [Eimeria Pos. 297; 991,
tenella] 5/8 (63%)
Sequence ID: CAC34726.2Length: Pogigggég;o,
2340 Number of Matches: 10 1245 6/9

(67%)

CMSTGLSSC 6 - Thrombospondin type 1 domain- Pos. 3575;
containing protein, putative [Eimeria 719 (78%)
tenella] Sequence ID: XP_013235772.1
Length: 3774. Matches: 5

CSISSLTHC 7,15,20 | -Hypothetical protein, conserved Pos. 412;
[Eimeria tenella] Sequence ID: 718 (88%)
XP_013233649.1 Length: 961.
Matches: 3

CRSANIYTC 8 - Hypothetical protein, conserved Pos. 1270; 5/7
[Eimeria tenella] Sequ. ID: (71%)
XP_013232311.1 Length: 1348
Matches: 1

CHPVSGQKC 9,16 | - Hypothetical protein ETH_00011430 | Pos. 208; 6/7

(86%)

CLKFWKPNC 10,18 | - Hypothetical protein, conserved Pos. 185; 5/7
[Eimeria tenella] SequlD: (71%)
XP_013228358.1Length: 323Number of
Matches: 1

CHQTKTKFC 11 -Hypothetical protein ETH_00037435 | P0s.137; 6/6
[Eimeria tenella] Sequ ID: (100%)
XP_013229950.1Length: 251 Matches:
1

CHNETQKMC 13 - Dynein heavy chain 3, axonemal, Pos. 462; 6/9
related [Eimeria tenella] Sequ ID: (67%)
XP_013232337.1 Length: 1111
Matches: 1

CVGISALLC 17 - Adenosine transporter, putative Pos. 197; 7/9
[Eimeria tenella] Sequ ID: (78%)
XP_013231508.1Length: 443 Matches:
1

Blsqueda efectuada en: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/187340651?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=M0F3E1MH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916429086?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M0VMGJCJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916424836?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M0W4609R015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916422160?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=M5J4KBP2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916414254?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=M5M7KXAC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916417438?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M5PDU78S015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916422212?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M5YD4V5G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916420554?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=M5YX6J30015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabla 30. Bio- informatica BLAST proteina-proteina* de la base de datos de E. tenella (taxid
5802) de 10 clonas seleccionadas de la biblioteca c7c (10 secuencias adicionales,
identificadas como 1’a 10" de biblioteca PhD c7c). Se encontraron secuencias solo en 5

clonas. Fuente: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/

Secuencia Clonas Busqueda (Standard Protein BLAST) Identidad
Eimeria tenella taxid 5802

CPTNQHHLC 1.3 - Regulator of chromosome Shjct. 26; 6/8
condensation RCC1 (Precursor), (75%)
related [E. tenella] Sequence ID:
XP_013236104.1 Length: 812
Number of Matches: 1

CMNNFNITC 2 - Hypothetical protein, conserved [E. | Pos. 1; 6/8
tenella] Seq ID: XP_013233414.1 (75%)
Length: 1063 Number of Matches: 1

CLKLGEKWC 7 - Hypothetical protein ETH_00039830 | Shjct 128; 6/7
[E. tenella] Sequence ID: (86%)
XP_013231892.1 Length: 271 Number
of Matches: 1

CAKLCLNNC 10 - Asparaginyl-tRNA synthetase, Sbjct 319; 6/9
putative [E. tenella] Sequence ID: (67%)
XP_013227989.1 Length: 516 Number
of Matches: 1

3.8.8 Caracterizacion con ELISA indirecta de las clonas seleccionadas en el tercer
tamizaje

La inmunorreactividad individual de cada una de las clonas seleccionadas de la biblioteca 12
mer hacia el suero de los conejos inmunizados con el esporozoito completo de E. tenella fue
diferente entre las mismas, las clonas 15, 11, 17 y 18 mostraron mayor reactividad que las
restantes, los controles negativos (M13 irrelevante y M13 wild type sin expresion de péptido)

mostraron los niveles mas bajos de reactividad (Figura 51).
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916429750?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=UE7AGC6H016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916424366?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=UE89GGZG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916421322?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=UE8KVUW9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916413516?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=UEGDN24V016
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Figura 51. ELISA indirecta de las clonas seleccionadas de la biblioteca 12mer lin utilizando
suero hiperinmune (versus esporozoito completo de E. tenella) de conejos New Zealand
White. Placa sensibilizada con 2 x10*! fagos por pozo, dilucién del suero hiperinmune 1:10,
diluciéon del anticuerpo secundario IgG Cabra anti-conejo 1:15,000. Los fagos 12m 3rd E. son
un amplificado a partir del tercer eluido (control). El fago 12m F.7 es un fago irrelevante. El
fago M13 es el wild type. Media + DE de la densidad Optica de tres ensayos, las lecturas

fueron por duplicado. *P<0-05, N.S.= No hay diferencia estadistica. Revelado con TMB SS.

La inmunorreactividad individual de cada una de las clonas seleccionadas de la biblioteca
c7c mer cistein constrained hacia el suero de los conejos inmunizados con el esporozoito
completo de E. tenella fue diferente entre las mismas, las clonas 107, 10, 8, 1 y 6 mostraron
mayor reactividad que las restantes, los controles negativos (M13 irrelevante y M13 wild

type) mostraron los niveles mas bajos de inmuno- reactividad (Figura 52).
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Figura 52. ELISA indirecta de las clonas seleccionadas de la biblioteca c7c fold utilizando
suero hiperinmune (versus esporozoito completo de E. tenella) de conejos New Zealand
White. Placa sensibilizada con 2 x10*! fagos por pozo, dilucién del suero hiperinmune 1:10,
diluciéon del anticuerpo secundario IgG Cabra anti-conejo 1:15,000. Los fagos c¢7c¢ 3rd E. son
un amplificado del tercer eluido (control). El fago c7c F.12 es un fago irrelevante. El fago M13
es el wild type. Media £ DE de la densidad éptica de tres ensayos, lecturas por duplicado.
*P<0-05, N.S.= No hay diferencia estadistica. Revelado con TMB SS.

La inmunorreactividad individual de cada una de las clonas seleccionadas de la biblioteca 12
mer hacia el suero de las gallinas SPF Leghorn White inmunizadas con el esporozoito
completo de E. tenella fue diferente entre las mismas, las clonas 15, 11, 17 y 18 mostraron
mayor reactividad, los controles negativos (M13 irrelevante y M13 wt) mostraron niveles

bajos de reactividad (Figura 53).
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Figura 53. Reactividad en ELISA indirecta de clonas seleccionadas de la biblioteca 12mer lin
utilizando suero hiperinmune (versus esporozoito completo de E. tenella) de gallinas SPF
Leghorn White. Cada pozo fue sensibilizado con 2 x10*! fagos, la dilucién del suero fue 1:10,
la dilucién del anticuerpo secundario IgG Cabra anti-pollo fue de 1:15,000. Los fagos 12m
3rd E. son un amplificado del tercer eluido. 12m F.7 es un fago irrelevante. El fago M13 es el
control wild type. Media + DE de la densidad éptica de tres ensayos, lecturas por duplicado.
*P<0-05, N.S.= No hay diferencia estadistica. Revelado con TMB SS.

La inmunorreactividad individual de cada una de las clonas seleccionadas de la biblioteca
c7c mer cistein constrained hacia el suero de las gallinas SPF Leghorn White inmunizadas
con el esporozoito completo de E. tenella fue diferente entre las mismas, las clonas 10, 6, 8,
10 y 1 mostraron mayor reactividad, los controles negativos (M13 irrelevante y M13 wild type)

mostraron los niveles mas bajos de reactividad (Figura 54).
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Figura 54. ELISA indirecta de clonas seleccionadas de la biblioteca c7c fold utilizando suero
hiperinmune (versus esporozoito completo de E. tenella) de gallinas SPF Leghorn White.
Cada pozo fue sensibilizado con 2 x10* fagos, la dilucién del suero hiperinmune fue de 1:10,
la dilucién del anticuerpo secundario IgG Cabra anti-pollo fue de 1:15,000. Media + DE de la
densidad Optica de dos ensayos, lecturas por duplicado. Los fagos c7c 3rd E. son un
amplificado del tercer eluido. El fago c7c F.12 es irrelevante. EI M13 es el control wild type.

*P<0-05, N.S.= No hay diferencia estadistica. Revelado con TMB SS.

3.8.9 Seleccion de clonas candidatas definitivas
Se seleccionaron como clonas candidatas los fagos 1 y 7 de la biblioteca Ph D circle 7c mer ,
y las clonas de los fagos 15 y 18 de la biblioteca Ph D 12 mer,

3.8.10 Caracterizacion mediante ELISA indirecta del antisuero contra las clonas

candidatas
A partir de los 14 dias PI los sueros anti- clona de los conejos inmunizados con las 4 clonas

candidatas muestran reactividad positiva hacia ambos antigenos nativos (Sz y Mz).
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Figura 55. Cinética de anticuerpos de conejos inmunizados con 4 clonas de fagotopos
seleccionados de dos bibliotecas de Phage display y 1 fago M13 irrelevante. Los antisueros
de los conejos se probaron con los antigenos nativos de E. tenella. A dos diluciones (1/10 y
1/100). Los anticuerpos anti- clona se muestran en figura A (F.1, C-NTGSPYE-C), B (F.7, C-
SISSLTH-C), C (F.15, HFAYWWNGVRGP), D (F.18, AGHTTQFNSKTT), E (C.3 M13 F.12
c7c Prv) y F (C.4 M13 F.12 c7c PrV). Valores promedio en OD + DE por duplicado en tres
ensayos hechos en diferente tiempo. Diferentes letras en la misma fecha de evaluacién
indican diferencia estadistica *P < 0.05 (ANDEVA completada post-hoc c/prueba de Tukey).
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La inmunorreactividad observada fue alta en el antisuero del conejo inmunizado con la clona
del fago 1 (c7c), la reactividad fue mayor hacia el Mz (OD=2.6) que hacia el Sz (OD=1.45), el
segundo fago con alta reactividad fue el F.18, los otros dos antisueros de las clonas
evaluadas muestran un comportamiento similar entre si con respecto hacia ambos Ags
evaluados (Figura 55). Al dia 77 el F.1 muestra aun alta reactividad hacia el Sz (2.17 O.D.),
sin embargo, el fago 18 (12 mer) fue el que mostrd la mayor reactividad (2.39 O.D.), mientras
gue los fagos 7 (c7c) y F.15 (12 mer) mostraron menores niveles. La reactividad hacia el SN
del Mz fue mayor en el F.1, ligeramente menor en el F. 18, un poco menor en el F.15y la
menor reactividad hacia este antigeno se observé con el antisuero del fago 7 (c7c). El fago
M13 mostré reactogenicidad positiva de manera cronoldégicamente progresiva hacia los
antigenos del Sz y del Mz a lo largo del programa de inmunizacién (Figuras 55E y 55F).

3.8.11 Caracterizacion por Western blot del suero anti- clona contra los antigenos
nativos del esporozoito y merozoito de segunda generacion de E. tenella

En el Western blot de la Figura 56 se muestra la magnitud, tipo y peso molecular de los
polipéptidos solubles de los dos ciclos de vida de E. tenella (Sz y Mz) reconocidos por los
antisueros de los conejos inmunizados con las clonas candidatas (F.1 y F.7 de Ph D c7c,;
F.15y F.18 de PH D12mer,) y el fago M13 irrelevante (F.12 c7c PrV).

El antisuero contra el F.1 (Ph D c7c¢) muestra reconocimiento de una banda
inmunodominante en el antigeno del Sz con peso de 68 kDa y otra de 78 kDa, con bandas
de menor preponderancia de 150, 128, 98, 60, 45, 39, 31, ~26-27, ~23.5, 20, ~17.5y ~14-15
kDa. En el Ag del Mz este mismo antisuero (F.1 Ph D c7c) muestra una banda
inmunodominante de 39 kDa y otra de ~38 kDa, ademas de una banda de 68 y 60 kDa,
ambas presentes también en el Sz; ademas en el antigeno del Mz reconoce una banda
tenue de ~17.5 kDa y una mas de ~14-15 kDa, ésta Ultima también presente en el Sz, pero
con menor reactividad (Figura 56C).

El antisuero contra el F.7 (Ph D c7c) muestra reconocimiento preponderante en el Sz de una
banda de ~27 kDa, y otras tres menos reactivas de 31, 36 y 40 kDa. En el Mz, el antisuero
versus F.7 (Ph D c7c) muestra una banda inmunodominante de 39 kDa y otra de ~38 kDa;
ademas reconocio otras cuatro bandas, aunque de forma menos reactiva ~17.5, 55, 60 y 85
kDa (Figura 56D). El antisuero contra el F.15 (Ph D 12 mer) muestra reconocimiento en el Ag
del Sz de una banda preponderante de 70 kDa y otra mas ancha de ~26-27 kDa, ademas de

otras bandas con aparente menor reactividad de 94, 63, 40 y 31 kDa.
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Figura 56. Western blotting del esporozoito y merozoito de segunda generaciéon de E. tenella
con sueros de conejos anti-clona y un fago M13 irrelevante. Los polipéptidos de esporozoitos
(Sz) y merozoitos (Mz) de E. tenella y BSA se separaron por electroforesis en un gel de
SDS-PAGE 12% (A), y se probaron en Western blot con suero de conejo anti-clona del M13
irrelevante (B); suero anti- clona del fago 1 (CNTGSPYEC) (C); suero anti- clona del fago 7
(CSISSLTHC) (D); suero anti- clona del fago 15 (HFAYWWNGVRGP) (E); y suero anti- clona
del fago 18 (AGHTTQFNSKTT) (F).

El antisuero contra el F.15 reconoce en el Ag del Mz una banda inmunodominante de 70 kDa
y una menos fuerte de 63 kDa ambas presentes en el Sz; ademas de otra banda
preponderante en el Mz de ~38 kDa; ademés en el Mz mostré el reconocimiento de tres
bandas menos reactivas de 94, 55, 40 kDa, ~17.5 kDa y ~13 kDa (Figura 56E). El antisuero
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versus el F.18 (Ph D 12 mer) en general fue el mas reactivo junto con el F.1 (c7C), el
antisuero F.18 muestra un fuerte reconocimiento en el Sz de una banda de 45 kDa, ademas
de otras tres fuertemente tefiidas de ~27, ~23 y ~16.5 kDa, con menor afinidad reconoce
bandas de 230, 115, 94, 72, ~63, 39, ~38, 34 y 33 kDa. En el Mz, el antisuero contra F.18
(12 mer) reconoce una banda inmunodominante de ~38 kDa y otra de 39 kDa, ambas
también presentes, aunque mas tenues en el Sz, este antisuero reconocié otras bandas
menos dominantes presentes también en el Sz de 94, 72, 63, 34 y 31 kDa, ademas de otras
menos reactivas de 55, 16.5 y 13 kDa (Figura 56F). Ninguno de los antisueros versus las
clonas de los fagos reaccionaron con el BSA (Fig. 56). Todos los antisueros versus fagos
reconocen ambos tipos de antigenos (Sz y Mz de Et). Los fagos F.1 y F.18 mostraron un
mayor patron de reconocimiento, este coincide con la mayor absorbancia registrada hacia el
Ag del Sz y el Mz en la prueba de ELISA indirecta (Figura 55). El suero anti-M13 reconoce
en el Mz tres bandas estas pesaron ~38 kDa, 17.5 kDa y 13 kDa, este antisuero también
reconoce una banda de ~26-27 kDa en el antigeno del Sz, estas 4 bandas en particular
fueron detectadas por todos los sueros anti-clona F.1, F.7, F.15y F.18 (Figura 56).

En el Western blot de los dos antisueros de conejos identificados como conejo 3 (C.3) y
conejo 4 (C.4), los cuales fueron inmunizados durante 70 dias con el fago M13 irrelevante,
aungue débil mostraron reactogenicidad, el de mayor actividad fue el antisuero del C.3 que
reconoce una banda de ~26-27 kDa en el Sz y otras tres en el Mz, las cuales mostraron un
peso de ~38, ~17.5 y ~13 kDa, adicional a una banda de reactividad muy débil de ~28 kDa.
Mientras que el antisuero del C.4 mostré reconocimiento Unicamente en el Ag del Mz,
reconocié las mismas cuatro bandas reconocidas por el antisuero del conejo 3. Ninguno de
los antisueros versus el Fago M13 al igual que ninguno de los sueros anti-clonas F.1, F.7,
F.15y F.18 mostraron inmunoreaccion hacia la BSA (Figuras 56 y 57).

En la figura 58, se muestra la reactividad de las ocho principales proteinas del fago M13
mp19 wild type con el antisuero recolectado al dia 77 después de la inmunizacion de los

conejos 3y 4 versus el fago M13 mp19.
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Figura 57. Western blot de antigenos del esporozoito (Sz) y merozoito de 22 generacion (Mz)
de E. tenella (20 pg/carril 2y 3,y 10 ug de BSA/carril 4 respectivamente), identificados como
antisuero de conejos 3 y 4, ambos inmunizados con el fago M13 mp19 (Dilucién del suero

primario 1:50, dilucién suero secundario 1:1,800), revelado colorimétrico con DAB (Sigma®).
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Figura 58. Western blot del fago filamentoso M13 mp19 wt (20 ug por carril 2, 3 y 4) probado
con suero anti-clona M13 mp19 de los conejos nimero 3 (carril M13 Con 3) y ndmero 4

(carril M13 Con 4) (Dilucion del suero primario 1:100, dilucion del suero secundario 1:1800),
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reactividad colorimétrica con DAB (Sigma®). M= peso molecular estandar con sus valores

aproximados en kDa a la izquierda de los indicadores de color azul, rojo y verde.

3.9 Inmunoproteccién en pollos SPF Leghorn White con inmundgenos individuales de
las clonas F.1 y F.7 de la biblioteca Ph D c7c, y de las clonas F.15 y F.18 de la
biblioteca Ph D 12 mer, ante un desafio con alta cantidad de ooquistes de E. tenella

Al dia de edad, las aves pesaron en promedio 37.8 g no hubo diferencia de peso entre los
grupos. Al dia 21 no hubo diferencia de peso promedio corporal entre los grupos de
tratamiento. Al dia 28 de edad, una semana PD las aves del grupo NIND mostraron un peso
similar al grupo inmunizado con la vacuna EtSz-IMS1313, aunque ambos grupos mostraron
mayores pesos no fueron diferentes al peso del grupo F.15 (12 mer), ademas mostraron
diferencia (P<0.05) con el resto de los grupos inmunizados desafiados y con el grupo NID, el
cual presento el menor peso, diferente (P<0.05) al de los grupos inmunizados con los 4 fagos
experimentales y al fago testigo (M13) (Figura. 59, Tabla 31).
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Figura 59. Peso corporal (g) de aves SPF Leghorn White inmunizadas subcutaneamente
con 4 clonas individuales de fagos seleccionados de la biblioteca Ph D c7c, y Ph D 12mer, el
fago M13 mp19 wt, esporozoitos completos inactivados de E. tenella y dos grupos testigos,
No inmunizado No desafiado y No inmunizado Desafiado, al momento del desafio y 7 dias

post-desafio con 3 x 10* ooquistes esporulados de una cepa salvaje de E. tenella.
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La mayor GRP 7 dias PD la mostrd el grupo NIND, seguido del grupo inmunizado con la
vacuna de esporozoitos de E. tenella. El grupo del F.15 aparentemente mostré menor GRP,
sin embargo, su ganancia de peso no se observo afectada en el mismo grado como la GRP
registrada en los grupos inmunizados con los inmunétopos F.1, F.7, F.18 y el fago M13, los
cuales mostraron una afectacion grave, el grupo mas afectado por el desafio fue el grupo
NID, este mostré una afectacion negativa muy grave, incluso su peso promedio fue menor al

peso promedio de este mismo grupo registrado siete dias antes (Figuras 59, 60, Tabla 31).

F1l c7cH
F7 c7cH
F15 12mer™H

F18 12 mer™

M13H
Sz™
Testigo +4——
Testigo -+
| |
-10 0 10 20 30
Pérdida % Ganancia %

Ganancia relativa de peso

Figura 60. Ganancia relativa de peso corporal de aves SPF Leghorn White inmunizadas con
4 fagos seleccionados de la biblioteca Ph D c7c, y Ph D 12mer, el fago M13 mp1l9,
esporozoitos completos de E. tenella y de 2 grupos testigo uno No inmunizado-Desafiado
(Testigo +) y otro No inmunizado-No Desafiado (Testigo -), a los siete dias post-desafio con

3 x 10* ooquistes esporulados de una cepa salvaje de E. tenella.

Debido a la presencia de valores negativos en la GRP de varios grupos, los porcentajes de
GRP de cada grupo se consideraron con base al diferencial en gramos del peso promedio
por grupo al momento del desafio con relacion al peso promedio del mismo grupo siete dias
PD y no como porcentaje parcial del 100% de la GRP corporal de cada grupo con relacion a

la GRP presentada por el grupo NIND durante el mismo periodo.
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Tabla 31. Efecto de la inmunizacién de aves SPF Leghorn White con cuatro inmuno6topos

individuales del esporozoito de E. tenella, esporozoitos completos de E. tenella y un fago

M13 mp19 wt, frente al desafio con 3 x 10* ooquistes esporulados de E. tenella.

Grupos Tasa de Ganancia Ganancia Calificacion de
sobrevivencia promedio de peso relativa de Lesiones (media £
(%) corporal (g) peso corporal DE)
No Inm. No Des. 100.02 63.07 +7.832 100.02 0.00 + 0.00¢
Vacuna Sz 100.02 59.79 + 5.332 94.82 0.69 + 0.71¢
Fago 1 (c7c) 66.7° -0.54 +0.11° -0.85¢ 3.25 + 0.602
Fago 7 (c7c) 90.0 1.72 + 0.38¢ 2.72¢ 3.15 + 0.76%
Fago 15 (12 mer) 63.6¢ 1452 +2.06 b 23.0b 2.66 + 0.99P
Fago 18 (12 mer) 62.5¢ -1.20 + 0.06¢ -1.90¢ 3.18 + 0.63%
Fago M13 70.7¢ 3.62 +0.62° 4.38° 3.06 + 0.742
No Inm. Des. 76.9¢ -17.14 + 3.80 ¢ -27.2d 3.80 + 0.252
indice protector Eliminacion de Tasa indice anti-
de severidad de ooquistes (x 10°) disminucién de coccidial
lesiones (%) (media £ DE) ooquistes (%)
No Inm. No Des. 100.0 0.00 + 0.00¢ 100.00 200
Vacuna Sz 81.8 0.14 + 0.09c 97.41 187
Fago 1 (c7c) 14,5 5.12 + 0.942 5.36 -4
Fago 7 (c7c) 17.1 3.41 + 1,242 36.97 31
Fago 15 (12 mer) 30,0 3.97 + 0,932 26.62 31
Fago 18 (12 mer) 16.3 3.21 4 0.96° 40.67 5
Fago M13 19.5 3.96 £ 1.16% 20.89 16
No Inm. Des. 0.00 5.41 + 2,122 0.00 -28

Nota: Dentro de cada columna existe diferencia significativa (P<0.05) entre cada uno de los valores con diferente

literal. No hubo diferencia significativa entre los valores que comparten la misma letra. n=20.
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De los grupos desafiados, el grupo inmunizado con esporozoitos completos de E. tenella
mostrd la menor eliminacion de OPGH, aunque presento cantidad de OPGTC, ésta fue
significativamente menor (p<0.05) a la cantidad de OPGTC contabilizados en los grupos
inmunizados con fagos y en el grupo testigo NID (Figura 61). El grupo NID elimino una gran
cantidad de OPGH, aunque no difirié6 con relacion a los OPGH eliminados por los grupos
inmunizados con los inmunétopos y M13 wt, fue significativamente mayor (p<0.05) al grupo
F.18 y Sz completos. Los grupos inmunizados con los 4 inmunétopos no fueron diferentes
entre si, ni con el grupo M13 wt, pero si con el grupo inmunizado con Sz completos (Fig.61).
De todos los grupos de fagos desafiados el grupo F.18 mostré la mayor tasa en la
disminucién de eliminacion de ooquistes (40.67%), aunque el Unico con tasa de disminucion
>65% fue el grupo de la vacuna de esporozoitos de E. tenella completos (Tabla 31).
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Figura 61. Cantidad de ooquistes de E. tenella contabilizados con la técnica de McMaster en
las muestras de heces y tejido cecal de aves inmunizadas con los fagos 1y 7 de Ph D c7c,
F.15y F.18 de Ph D 12mer, el fago M13 mpl9 wt, esporozoitos completos de E. tenella, y
grupos testigos N.I.D., y N.I.N.D.

El grupo con la mayor severidad de lesiones fue el testigo NID, los grupos F.1, F.7, F.18 y
M13 no fueron diferentes a este grupo. Los grupos F.18, F.7, F.15 y M13 no difirieron entre
si, sin embargo, mostraron una diferencia altamente significativa (p<0.01) con relacion a la
severidad de lesiones del grupo inmunizado con Szs. El grupo F.1 mostr6 mayor severidad
de lesiones (p<0.01) que las mostradas en el grupo F.15. El grupo Sz presenté la menor
severidad de lesiones (p<0.01) con relaciéon a los grupos inmunizados con Fagos y grupo
NID, sin embargo, presento mayor valor (p<0.01) al del grupo testigo NIND. De los grupos
desafiados el grupo inmunizado con esporozoitos completos fue el Gnico que mostré un
indice protectivo >65% (Figura 62, Tabla 31).
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Figura 62. Calificacion de la severidad de lesiones en aves SPF Leghorn White inmunizadas
al dia 1 y 10 de edad con las clonas F.1 y F.7 de la biblioteca c7c, F.15 y F.18 de la
biblioteca Ph D 12mer, el Fago M13 wt y 5.3 x 10° esporozoitos completos/ave, 7 dias

después del desafio con 3 x 10* ooquistes de E. tenella/ave (Jonhson & Reid, 1970).

La mortalidad en el grupo F.7 fue menor (P<0.05) a la observada en los tres grupos
inmunizados con las clonas candidatas F.1, F.15y F.18, el M13 mp19 wt y el grupo NID, los
cuales presentaron alta mortalidad y no difirieron entre si. La mortalidad de todos los grupos
de fagos y el grupo NID fue mayor (P<0.05) al grupo inmunizado con Szs completos de E.
tenella y al grupo NIND, ambos no presentaron aves muertas (Figura 63, Tabla 31).
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Figura 63. Mortalidad en prepatencia después del desafio al dia 21 de edad con 3 x10*
ooquistes de E. tenella a aves SPF Leghorn White inmunizadas previamente al dia 1y 10 de
edad con las clonas F.1 y F.7 seleccionadas de la biblioteca de Ph D c7cy las clonas F. 15y
F.18 seleccionadas de la biblioteca Ph D 12mer, el fago M13 mp19 wt y los esporozoitos

completos de E. tenella, ademas del grupo no inmunizado desafiado.

El grupo inmunizado con Sz completos presento el mayor indice de proteccién anticoccidiana
(IAC= 187), seguido de valores bajos en los grupos inmunizados con F.7 y F.15 (IAC=31), y
con valores muy bajos el M13 (IAC= 16) y F.18 (IAC=5). El grupo F1 (IAC= -4) y el grupo
testigo NID (IAC= -28) de manera inédita presentaron un valor de IAC negativo (Figura 64,
Tabla 31).

189



F1c7cH
F7 c7cH 31
F1512merHy 31
F18 12 merH

M 134

SzH 187

Testigo +'I

Testigo -1 200

-30 0 30 60 90 120 150 180 210

IAC

indice Anticoccidial

Figura 64. indice de proteccion anticoccidiana frente a un desafio con 3 x 10* ooquistes de
E. tenella al dia 21 de edad de aves SPF Leghorn White inmunizadas al dia 1 y 10 de edad
con las clonas F.1y F.7 de la biblioteca de Ph D c7c y las clonas F. 15 y F.18 de la biblioteca
Ph D 12mer, el fago M13 wt y esporozoitos completos de E. tenella, aves del grupo no

inmunizado desafiado y no inmunizado no desafiado. (McManus et al. 1968).

Al dia tres de edad los sueros de las aves NIND muestran alta reactividad contra ambos
zoitos asexuales de E. tenella (Figura 65). Al dia 21 de edad, la reactividad de los grupos
inmunizados con las 4 clonas candidatas y el fago M13 fue similar entre si, no fueron
diferentes al titulo mostrado por el grupo testigo NIND, pero si con el del grupo inmunizado
con Sz completos. De todos los grupos inmunizados, el grupo de Szs completos mostré la
mayor inmuno- reactividad, sin embargo, esta fue menor al control positivo de referencia
(Suero de aves SPF Leghorn versus el Sz de E. tenella). De forma general la reactividad de

los antisueros fue mayor hacia el Mz que hacia el esporozoito (Figura 65).
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Figura 65. ELISA indirecta al dia 21 de edad con sueros de aves SPF Leghorn White
inmunizadas al dia 1 y 10 de edad con las clonas F.1 y F.7 de la biblioteca Ph D c7c, y F. 15
y F.18 de la biblioteca Ph D 12mer, el fago M13 mp19 wt y los esporozoitos completos de
Eimeria tenella. El suero del grupo testigo negativo se obtuvo de aves No Inmunizadas- No
Desafiadas. Se incluyen tres pools de sueros (tres aves de 3 dias de edad no inmunizadas
c/uno). El antisuero positivo de referencia (aves SPF Leghorn inmunizadas vs Sz de E,
tenella, L1 y L2). Lecturas de OD por duplicado, Anticuerpo primario a 1:10 y 1:100,
Anticuerpo secundario 1:4,500, Colorimetria 100 yL de TMB dimetil sulféxido, 20 min de
reaccion HRP con H;O, y paro de reaccion con 100 pL/pozo de 2N H,SO..

Espectrofotometria de absorbancia a 450 nm.
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3.10 Inmunoprotecciéon de aves SPF Leghorn inmunizadas con inmundégenos mixtos
compuestos por las clonas F.1, F.6 y F10" de Ph D c7c, y F.11, F.15, F.18 de Ph D 12
mer, frente a un desafio patégeno con E. tenella

El peso promedio de las aves al dia de edad fue de 38.5 g. Al dia 25 de edad, fecha del
desafio, no hubo diferencia entre los pesos promedio de los dos grupos inmunizados con los
fagos (mezcla F de Ph D c7c= 169.26 g/ave; mezcla F de Ph D 12 mer= 167.76 g/ave), pero
si con relacion al resto de los grupos (M13 irrelevante= 175.71g/ave; Sz=185.17g/ave;
Grupos testigo (+) y (-) = 173.85 g/ave) (Figura 66).
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Figura 66. Ganancia relativa de peso corporal de aves SPF Leghorn White inmunizadas con
fagos seleccionados de la biblioteca Ph D c7c, y Ph D 12mer, M13 irrelevante, esporozoitos
de E. tenella y grupos testigo No inmunizado- Desafiado y No inmunizado- No desafiado,
siete dias después del desafio con 10,000 ooquistes de E. tenella.

Al dia 32 de edad, el grupo inmunizado con los Szs (peso promedio= 226.03 g/ave) mostr
un peso similar a las aves del grupo NIND (peso promedio= 224.97 g/ave), ambos grupos
fueron los de mayor peso, diferentes (P<0.05) al resto de los grupos inmunizados y controles
positivos (testigo + y M13) (Figura 66).
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Tabla 32. Efecto de lainmunizacion y refuerzo inmunol6gico de aves Leghorn con dos

diferentes mezclas de mimétopos (Bibliotecas Ph D c7c y 12 mer) del esporozoito de

E. tenella, esporozoitos completos de E. tenella y un fago M13 mpl19 wt, frente al

desafio con 1 x 10* ooquistes de E. tenella al dia 25 de edad.

Grupos

Tasade

sobrevivencia

Ganancia

promedio de

Ganancia

relativa de peso

Calificacion de

Lesiones (media

(%) peso corporal (g) corporal (%) + DE)

No Inm. No Des. 100.02 48.63 + 3.902 100.02 0.00 = 0.00¢
Vacuna Sz 100.02 40.87 + 4.502 84.02 1.43+0.67"
Fagos (c7c) 66.7¢ 28.82 + 4.34° 59.3b 1.62 +£0.68"
Fagos (12 mer) 62.5¢ 29.55 + 3.19° 60.8b 2.00 + 0.85P
Fago M13 mp19 87.5° 19.90 + 2.70° 40.9¢ 3.17+£1.012
No Inm. Des. 76.9bc 21.77 £1.68¢ 44.8¢ 3.46 £ 0.40°

indice protector Eliminacién de Tasa indice anti-

de severidad de ooquistes (x 10°) disminucién de coccidial

lesiones (%) (media £ DE) ooquistes (%)

No Inm. No Des. 100.0 0.00 £ 0.00¢ 100.00 200
Vacuna Sz 58.7 0.78 £ 0.37¢ 79.1 146
Fagos (Ph D c7c) 53,2 1.76 £ 0.24b 52.8 126
Fagos (Ph D 12 42.2 2.21+0.78° 40.8 120
Fago M13 vs 8,4 4.81 + 0.432 -28.7 57
No Inm. Des. 0.00 3.74 £ 2.012 0.00 79

Nota: Dentro de cada columna existe diferencia significativa (P<0.05) entre cada uno de los nimeros con diferente letra. No

hubo diferencia significativa entre los valores que comparten la misma letra. n=22.

El grupo inmunizado con las mezclas de fagos de la biblioteca Ph D 12 mer (197.31 g/ave) y

Ph Dc7c (198.07 g/ave) mostraron mayor ganancia de peso (P<0.05) con relacion al grupo
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NID (202.09 g/ave) y al grupo inmunizado con el fago M13 irrelevante (195.62 g/ave). El
grupo M13 mostré el peor comportamiento en ganancia de peso, aunque sin diferencia
estadistica su rendimiento fue menor al del grupo No inmunizado-Desafiado (Figura 66).

A excepcion del grupo inmunizado con el Fago M13 en el cual murié un ave al dia 5 PD, el

resto de los grupos desafiados presentd nula mortalidad (Figura 67).
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Figura 67. Viabilidad 7 dias post-desafio en aves SPF Leghorn White inmunizadas al dia 3,
13 y 20 de edad con las mezclas de fagos 1, 6 y 10°de la biblioteca Ph D c7c,y F.11, F.15y
F.18 de la biblioteca Ph D 12 mer, el fago irrelevante M13 y los esporozoitos de E. tenella,

ademas de las aves No inmunizadas- No desafiadas.

El grupo con mayor severidad de lesiones fue el grupo testigo No inmunizado- Desafiado
(Una de las aves presento tiflitis hemorrdgica unilateral severa, la cual no se observé en
ninguna de las aves del resto de los grupos desafiados), sin embargo, su calificacién global
de lesiones en sacos ciegos no fue diferente a la registrada en el grupo de aves inmunizadas
con el fago M13 (Figura 68).

Los grupos de fagos de las bibliotecas Ph D c7c, Ph D 12 mer y el grupo inmunizado con Szs
fueron diferentes (P<0.05) a los grupos control + al desafio (T+y M13). Aun cuando el grupo
de aves inmunizadas con la mezcla de fagos de la biblioteca Ph D 12 mer mostr6 una
aparente mayor calificacion en severidad de lesiones, los grupos de fagos de la Ph D c7c, Ph

D 12 mer y el el inmunizado con Szs completos no difirieron entre si. De todos los grupos
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desafiados, las aves del grupo inmunizado con 5.3 x 10° esporozoitos de E. tenella mostré la
menor severidad de lesiones, sin embargo, estas fueron diferentes al grupo NIND, de hecho,

las aves en este grupo no presentaron ningun tipo de lesion (Figura 68).

N.S.
| ] *P<0.05

Cal. Lesiones (Jhonson & Reid, 1970)

Tratamientos

Figura 68. Calificacion de lesiones siete dias después del desafio con 10,000 ooquistes
esporulados de E. tenella/ave, en aves SPF Leghorn White de 32 dias de edad inmunizadas
al dia 3, 13 y 20 de edad con 2 mezclas de 3 fagos seleccionados a partir de cada una de las
dos bibliotecas tamizadas (Ph D c7c y 12 mer), un fago M13 irrelevante y esporozoitos

completos administrados por via intramuscular,

El grupo inmunizado con Szs y la mezcla Ph D F.c7c presentaron la menor cantidad de
OPGH. Aunque ambos mostraron mayor cantidad de OPGT, esta no fue diferente a la
observada en el resto de los grupos inmunizados (Figura 69). El grupo inmunizado con el
fago M13 mostré mayor cantidad de ooquistes en heces y tejido cecal, aparentemente la
cantidad de OPGH no fue diferente al grupo testigo NID, pero si al resto de los grupos
inmunizados y desafiados (Figura 69). El grupo de aves inmunizadas con la mezcla Ph D 12
mer, aunque elimino una menor cantidad de OPGH (P<0.05) con relacién a los grupos M13 y
NID, mostré ligeramente una mayor cantidad de ooquistes en heces y tejido cecal que el

grupo inmunizado con la mezcla de fagos c7c. El grupo inmunizado con los Szs mostré un
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comportamiento similar al grupo inmunizado con fagos de la biblioteca Ph D 12 mer. El grupo

NIND no registrd la presencia de ningan ooquiste compatible con Eimeria sp (Figura 69).
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Figura 69. Ooquistes de E. tenella cuantificados con la técnica de McMaster en muestras de
heces y tejido cecal de aves inmunizadas con la mezcla de los fagos 1, 6 y 10'de Ph D c7cy
fagos 11, 15y 18 de la Ph D 12mer, el fago M13 irrelevante, esporozoitos-completos de E.
tenella, aves del grupo No inmunizado-Desafiado y del grupo No inmunizado-No desafiado.

Se muestra el promedio y en barra * la desviacién estandar. N=20. (*P<0.05).
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Figura 70. indice de proteccion anticoccidiana de las aves inmunizadas con la mezcla de los
fagos 1, 6 y 10'de Ph D c7c y los fagos 11, 15 y 18 de la Ph D 12mer, el fago M13
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irrelevante, esporozoitos completos de E. tenella, el grupo No inmunizado desafiado y el

grupo testigo negativo, después del desafio con 1 x 10* ooquistes esporulados de E. tenella.

Ante un desafio con 10,000 ooquistes esporulados de E. tenella los grupos inmunizados con
las mezclas de los fagos de las bibliotecas de Ph D c¢7c y 12 mer mostraron un mayor IAC
que el mostrado por el grupo M13 o el testigo NID, sin embargo, esta proteccion fue

moderadamente menor que mostrada por los Szs completos de E. tenella (Figura 70).
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Figura 71. ELISA indirecta con sueros de aves SPF Leghorn White inmunizadas al dia 3, 13
y 20 de edad con una mezcla de las clonas F.1, F.6 y F.10"de la biblioteca Ph D c7c, y una
mezcla de F. 11, F. 15 y F.18 de la biblioteca Ph D 12mer, un fago M13 irrelevante y
esporozoitos completos de E. tenella. Se incluyen sueros de aves testigo No Inmunizadas No
Desafiadas. El antisuero positivo es de referencia (aves SPF Leghorn White inmunizadas vs
el Sz de E. tenella). Lecturas OD por duplicado, Anticuerpo primario (1:10), Anticuerpo
Secundario (1:4,500). Colorimetria 100 yL de TMB dimetil sulfoxido, 20 minutos de reaccion
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HRP con H;O; y paro de reaccién con 100 puL/pozo de 2N H,SOa4. Espectrofotometria de

absorbancia a 450 nm.

El suero de las aves testigo NIND sangradas al dia 3 de edad muestra inmunorreactividad
positiva hacia ambos zoitos asexuales de E. tenella (Sz OD=0.76 Mz OD=0.68) (Figura 71).
Al dia 21 de edad, los sueros pre- desafio de las dos mezclas de fagos (c7c: Sz OD=0.35 Mz
OD =0.42 y 12 mer: Sz OD =0.46 Mz OD =0.47) aunque muestran ligeramente mayor
reactividad hacia ambos estadios asexuales de E. tenella, no fueron diferentes al grupo
inmunizado con el fago M13 (Sz OD=0.29 Mz OD=0.37) o al grupo testigo NIND (-) (Sz OD
=0.30 Mz OD=0.38); unicamente fueron diferentes (P<0.05) con relacion al grupo inmunizado
con los Szs completos de E. tenella, las aves de este grupo mostraron alta reactividad en
esta fecha (Sz OD=2.82 Mz OD=3.12) (Figura 71).

Al dia 34 de edad, los sueros de post- convalecencia de las dos mezclas de fagos (c7c: Sz
OD=1.63 Mz OD=2.58 y 12 mer: Sz OD=1.24 Mz OD=2.10), mostraron mayores valores de
OD con respecto al antisuero del grupo testigo NIND (-) (Sz OD=0.57; Mz OD=0.85), sin
embargo, estos valores son menores a los valores OD promedio observados en los grupos
inmunizados con el fago M13 (Sz OD=2.50; Mz OD=3.21) y el grupo testigo NID (+) (Sz
0OD=2.30; Mz OD=3.11); el grupo inmunizado con los esporozoitos completos de E. tenella
mostrd la mayor inmuno- reactividad en esta fecha (Sz OD=3.11; Mz OD=3.63), sin embargo,
ésta reaccion fue ligeramente menor con relacion a los valores OD mostrados por el
antisuero del control positivo de referencia (SPF) (Sz OD=3.83; Mz OD=3.89) (Figura 71).
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4.0 DISCUSION

4.1 Cepa patdgena de E. tenella, aislamiento, replicacidn y recoleccidén de ooquistes

En una tesis de maestria dirigida en 1998 por el Doctor John R. Barta (Repositorio U. of
Guelph), se indica que para obtener la mayor cantidad de ooquistes para obtencion de
esporozoitos y sus fracciones, es recomendable inocular aves domésticas de 3-4 semanas
con ~5 x 10° ooquistes esporulados/ave, mientras que en aves >4 y hasta 6 semanas de
edad se pueden emplear ~6 x 10°® ooquistes esporulados/ave, en tanto que aves >6 semanas
se recomienda utilizar ~7 x 10% ooquistes esporulados frescos/ave (ooquistes con maximo 2
semanas después de completar su esporulacion), estas cantidades son similares a las
recomendadas por Morales y Lucio (2012) para la obtencién de IgYs especificas de yema de
huevo. De acuerdo con Tomley (1997) la dosis de ooquistes, el método y el periodo de
recoleccién de ooquistes depende de varios factores como la edad y estirpe de las aves
utilizadas para la replicacion de la cepa de Eimeria sp., tiempo de almacenaje de los
ooquistes y la etapa de desarrollo que se desea obtener. La Dra. Fiona Tomley (1997) indica
que para el aislamiento y replicacion de cepas salvajes de E. tenella analogas a la empleada
en el presente estudio, por ejemplo, se deben infectar via oral (per os) aves de la raza Light
Sussex de 6 a 8 semanas de edad con dosis de ~10°® a ~6 x 10°® ooquistes esporulados
(Regla ad hoc: entre mas frescos los ooquistes, menor la cantidad a emplear) y la
recuperacion debe efectuarse directamente de los sacos ciegos 7 dias después utilizando
tratamiento quimicos o enzimaticos. Una vez que los ooquistes han sido recolectados,
limpiados y esporulados se pueden almacenar a 4°C, aunque bajo estas condiciones pueden
permanecer viables por varios meses, es mejor utilizarlos tan pronto como sea posible
después de su esporulacién, sobre todo para estudios que requieran una eficiente
recuperacion de esporozoitos o altos niveles de tasas de invasion celular (bioensayos).
Cbémo regla de trabajo, Tomley (1997) recomienda utilizar estos ooquistes para experimentos
dentro de un periodo maximo de 8 semanas después de su recoleccion. Aparentemente el
grado de frescura del inoculo después de su esporulacion determina mayor patogenicidad,
por lo cual en los estudios de potencia u obtencién de ooquistes esporulados ademas de
considerar la cantidad de ooquistes por ave y la edad de estas, se debe tomar en cuenta el
grado de frescura de los ooquistes esporulados a utilizar. En la discusién de los resultados
del protocolo de prueba de dos dosis primarias de inmunizacién de ooquistes esporulados de

E. tenella utilizadas para la obtencién de la mayor cantidad de ooquistes (stock de laboratorio
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experimental) y anticuerpos positivos a E. tenella se amplia y profundiza mas sobre la

relevancia de ambos parametros (Capitulo 4.4).

4.2 Obtencién de esporoblastos y esporozoitos de E. tenella

La pared del ooquiste de Eimeria sp aviar muestra una estructura Unica que le confiere una
gran resistencia a las condiciones ambientales mas adversas (Belli et al., 2006). Existen
varios métodos que pueden utilizarse para romper la pared del ooquiste en Eimeria sp; los
mas comunes incluyen sonicacion, microondas, calentamiento y maceramiento en mortero
(Landers, 1960). La mayor ventaja de utilizar perlas de vidrio para romper la pared es que
representan una forma eficiente para procesar de forma econdémica grandes cantidades de
ooquistes. El concepto de trituracion mecénica con perlas de vidrio proviene de extrapolar el
mecanismo in vivo por el cual los ooquistes son triturados en la molleja del ave con ayuda
del gritt. Bajo este contexto se ha observado, por ejemplo, que para lograr la liberacion de
esporoblastos de E. separata se requiere usar acido clorhidrico, pepsina y tripsina (Kowalik y
Zahner, 1999). El pretratamiento de ooquistes de E. nieschulzi con pepsina desestabiliza la
estructura de la pared del ooquiste, asegurando que la rotura mecénica por agitacion con
perlas de vidrio sea mas eficiente (Kurth y Entzeroth, 2008). Kriicken et al (2008)
describieron que la estructura de la pared de los ooquistes de E. tenella se rompe utilizando
un simple homogeneizador de tejido recubierto de teflbn sin pretratamiento previo. Los
esporoblastos de E. tenella han sido liberados también por medio de agitacion a alta
velocidad de los ooquistes con perlas de vidrio de 4 mm (Wagenbach, 1969). En nuestro
estudio la obtencién de los esporoblastos de E. tenella no requiri6 enzimas, Unicamente
perlas de vidrio. La alta resistencia mecanica de los ooquistes de Eimeria sp requiere de una
gran cantidad de perlas de vidrio durante la agitaciéon con el vortex. De forma anéloga a lo
utilizado aqui, Dulski y Turner (1988) previamente habian ya descrito un protocolo para
romper los ooquistes de E. tenella utilizando perlas de vidrio de 3 mm, descubrieron que
aproximadamente el 60% de los ooquistes se rompian por agitacion orbital a 200 rpm. Por
otra parte, los ooquistes de E. tenella colocados en un volumen igual de perlas de vidrio de
0.5 mm y expuestos a velocidad maxima de agitacion dan como resultado esporoblastos
completamente invisibles y vacios (Tomley, 1997). Si se utilizan demasiadas perlas de vidrio,
una velocidad muy alta o0 demasiado tiempo de agitacién, los esporoblastos pueden dafarse.
Con la finalidad de asegurar un alto rendimiento de esporoblastos intactos, el procedimiento
de agitacién debe detenerse después de una duracion de tiempo especifico (Cha et al.,

2021). Después de triturar la pared de los ooquistes, los esporoblastos y las perlas de vidrio
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se recolectan por separado. El uso de perlas de vidrio muy pequefias puede resultar en una
mayor dificultad para recuperar los esporoblastos. Por lo cual, con base a los resultados
obtenidos por Cha et al (2014, 2021) y You (2014), y los resultados obtenidos aqui al utilizar
perlas de vidrio de 1 mm por 1:10 minutos a 2000 rpm (Vortexer®) consideramos que estos
parametros pueden ser una buena opcién para maximizar la liberacion y recuperacién de los
esporoblastos. En el protocolo original de ruptura y agitacion de ooquistes de Eimeria sp.,
para obtener esporoblastos provisto personalmente por el Dr. John R. Barta del Ontario
Veterinary College de la U. de Guelph en Guelph Canada durante una estancia de
adiestramiento, originalmente se contempla la utilizacién de 5 x 10" ooquistes esporulados
en volumenes parciales de 0.9 mL de PBS 1X que se agregan a un vial con 3.33 g de perlas
de vidrio de 250 um®, sin embargo, el vial es especifico para un aparato desintegrador tipo
Mickle (Brinkman Intruments, Westbury, NY. USA), en el protocolo del Dr. Barta se
recomienda aplicar tiempos de ruptura por lapsos de 8-15 segundos, detenerse y verificar el
porcentaje de ruptura, si quedan ooquistes por romper se recomienda llevar el proceso hasta
un minuto. En este protocolo se requiere de un equipo especifico (desintegrador, viales,
perlas de vidrio, etc), por lo cual las condiciones de procesamiento para la obtencion de
esporoblastos de Eimeria sp., en los protocolos descritos por Dulski y Turner, (1988); Cha et
al (2014.2021) y You (2014) se adecuan mejor a las condiciones de equipamiento general de
un laboratorio estandar (F.M.V.Z.-U.N.A.M.).

Con base a los resultados obtenidos se propuso adecuar un protocolo que considerara la
cantidad total fija de ooquistes esporulados requeridos para cada procedimiento de ruptura,
el volumen idéneo de PBS 1X en el cual se deben re- suspender estos, uso de vortex de
velocidad fija, ademas de considerar la proporcién de los ooquistes ya suspendidos con
relacién al volumen y peso de las perlas de vidrio, el tamafio 6ptimo de estas, el tamafio del
vial de ruptura y el periodo de tiempo 6ptimo de agitacion para lograr el mayor rendimiento
de esporoblastos, esto de acuerdo a lo propuesto por diferentes publicaciones recientes
(Cha et al., 2014, 2021; You, 2014), el objetivo era lograr un 90% de rendimiento, 30% mas
de lo propuesto originalmente por Dulsky y Turner (1988). Sin embargo, al analizar los
articulos de Cha et al (2014) y de You (2014), la informacion descrita por ellos no es
suficientemente clara y puntual con relacion a detalles técnicos para la éptima obtencion de
los esporoblastos, por ejemplo, mientras Cha et al (2014) efectiio un estudio muy completo
para la ruptura de ooquistes que considera tamafio de la perla de vidrio usada, tiempo de
agitacion y velocidad del vortex, desafortunadamente su investigacion la efectdo utilizando

ooquistes de otra especie (E. acervulina) con caracteristicas morfologicas y fisicas distintas a
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los ooquistes de E. tenella. Por otra parte, aunque You (2014) trabajo con ooquistes de E.
tenella, y de hecho con base a los resultados de ese estudio en el presente trabajo se optd
por perlas de vidrio de 1 mm © y tiempo de agitacién cercana a 1 minuto, en su investigacion
You (2014) utiliza Unicamente una velocidad fija de agitacion del vortex (3,200 rpm), ademas,
al igual que Cha et al (2014) no especifica exactamente el tipo de vial utilizado ni la
proporcion 6ptima de cantidad de perlas de vidrio a usar con relacion a la cantidad de
ooquistes a romper. La pared de los ooquistes de Eimeria spp. tiene caracteristicas sui
generis (Belli et al., 2006). Algunas especies de Eimeria son mas susceptibles a los agentes
quimicos, mientras que otras son mas susceptibles a la abrasion mecanica, debido a que la
pared del ooquiste de cada especie de Eimeria es Unica, y cada una se rompe o se lisa tras
la aplicacion de diferentes grados de tension quimica o mecénica, se deben evaluar
diferentes métodos para mejorar el rendimiento total de esporoblastos y esporozoitos viables
con la finalidad de poder usarlos en diversas aplicaciones bioquimicas, bioensayos con
cultivos de tejido y pruebas inmunolégicas que consideren particularmente a este parasito.

4.3 Obtencién de merozoitos de segunda generacion de E. tenella

De acuerdo a diferentes autores, el factor mas importante que puede llegar a tener un efecto
detrimental dentro del proceso de purificacidon de los merozoitos de segunda generacion de
E. tenella es el tiempo de contacto que tienen con el buffer de lisis (Tripsina), variable que
debe vigilarse estrechamente. Adicionalmente el tipo de buffer utilizado para la eliminacion
de los glébulos rojos presentes en la suspension es clave para lograr una purificacién 6ptima
sin afectar a los merozoitos. Aun cuando en el presente estudio no se pudo contar con la
columna DE-52 recomendada como primera instancia para obtener un apropiado grado de
pureza de los merozoitos, la adecuacién de la purificacion realizada con base a lo indicado
por Geysen et al (1991), Xie et al (1990) y Liu et al (2009) permitié obtener un alto grado de
pureza, lo cual se pudo verificar al analizar los resultados obtenidos en las pruebas
efectuadas en los estudios de analisis de estos mismos merozoitos a través de las técnicas
de ELISA indirecta, SDS-PAGE y Western blotting efectuadas en los estudios subsecuentes
de evaluacién biolégica e inmunoldgica. Después de una busqueda exhaustiva de la
equivalencia en cantidad de merozoitos de segunda generacién con relacion a su masa en
Mg de proteina total no se logré obtener una fuente confiable o referencia de equivalencia
publicada, por lo cual hasta donde sabemos por primera vez determinamos aqui una
equivalencia de la cantidad aproximada de merozoitos con relacién a su peso molecular

proteico total: proteina total (7.5 x 10° Mz de E. tenella equivalen a 100 ug de proteina).

202



4.4 Obtencidn de anticuerpos séricos policlonales positivos a E. tenella y valoracién
de la maxima cantidad en la produccion de ooquistes para generar un stock
experimental

La respuesta inmune a coccidia después de la inmunizacion con una dosis baja de ooquistes
se evalla regularmente contabilizando la produccién total de ooquistes (una medida
aproximada de poder bloquear la capacidad del parasito para replicarse dentro de las células
del huésped), mientras que después de la inmunizacién con una dosis alta de ooquistes los
parametros que se evallan ademas de la cantidad de OPGH, es el control del sistema
inmune del huésped sobre la incidencia de mortalidad, la GRP y la magnitud de las lesiones
en intestino (una medida directa de la respuesta clinica- inmunolégica del huésped) (Long y
Millard, 1979, Lillehoj, 1988; Suprihati y Yunus, 2018; Soutter et al., 2021). Usualmente se
considera que la inmunidad clinica precede a la inmunidad completa (esterilizante) contra
Eimeria sp. (Esto ultimo se considera como el criterio méas estricto de evaluacion) donde la
eliminacion de ooquistes es completamente negativa, sin embargo, estas medidas de
observacién no siempre muestran correlacion entre si (Davis et al., 1978; Smith et al., 1993;
Guzman et al., 2003; Chasser et al., 2020). La disminucién en la eliminacién de ooquistes
fecales después del desafio con Eimeria sp es un criterio apropiado para evaluar el grado de
proteccién inmune alcanzada por las aves previamente inmunizadas (Lillehoj, 1988; Onaga
et al., 1989; Guzman et al., 2003; Suprihati y Yunus, 2018; Chasser et al., 2020; Soutter et
al., 2021). A la par de la proteccién clinica que proporciona una vacuna capaz de disminuir
significativamente la eliminacion de ooquistes, la disminucion de estos es muy deseable
debido a que se contribuye a reducir la contaminacién ambiental por ooquistes patégenos y
de esta manera se ayuda a disminuir el riesgo de infeccién en las aves susceptibles (Lillehoj,
1988; Chapman et al., 2005b; Dalloul y Lillehoj, 2006; Soutter et al., 2020). En el presente
estudio, como principal criterio para determinar el desarrollo de inmunidad completa contra
Eimeria tenella después de cada infeccién posterior (inmunizacion: desafio) se verifico la
cantidad de ooquistes eliminados por los dos grupos inmunizados primariamente con
diferentes cantidades de ooquistes (5K y 10K).

Después de la primer inmunizacion, las aves del grupo 5K mostraron la mayor eliminacion de
OPGH, sin embargo, desde el principio de la infecciébn y con base a la cantidad de
esporozoitos liberados a partir de los ooquistes de la primera dosis inmunizante estas aves
aparentemente fueron mas capaces de conservar suficiente cantidad extra de enterocitos y
linfocitos intraepiteliales en los sacos ciegos después de las primeras fases de esquizogonia

y merogonia, por lo cual, los estadios asexuales y sexuales posteriores a las etapas iniciales
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pudieron completar exitosamente su desarrollo dando como resultado la eliminacién final de
una gran cantidad de OPGH (caracteristica clasica descrita anteriormente ya para una dosis
tipo “crowding- threshold” que es cercana o lindero al limite maximo de replicacion tisular)
(Williams, 1973; Williams, 2001; Johnston et al., 2001) lo que permitié a su vez que las aves
fueran aptas para desarrollar una inmunidad temprana apropiada (Davis et al., 1978; Rose y
Hesketh, 1987; Lillehoj, 1988; Suprihati y Yunus, 2018; Soutter et al., 2021). A las 17
semanas de edad, después del segundo desafio, el grupo 5K no mostré presencia
detectable de ooquistes en heces, lo que significa que estas aves alcanzaron en esta fecha
un estado de inmunidad esterilizante.

Después de la primer inmunizacion, durante la etapa de prepatencia, las aves del grupo 5K
presentaron Unicamente signos clinicos moderados, esto indica que el parasito produjo
Unicamente inflamacion y dafio tisular moderado (Davis et al., 1978; Suprihati y Yunus, 2018;
Soutter et al.,, 2021). En contraste, las aves del grupo 10K eliminaron significativamente
menor cantidad de ooquistes en heces después de la primer infeccion, sin embargo, estas
aves continuaron eliminando cantidades significativas de OPGH en el trascurso de las
semanas posteriores a los dos desafios que siguieron a la primo- inmunizacién, esta
eliminacion de OPGH en el grupo 10K continuo incluso después del ultimo desafio, lo que
indica que estas aves fueron inhabiles para desarrollar inmunidad esterilizante. La ausencia
del cese en la eliminacibon de OPGH de estas pollonas sugiere que adquirieron una
inmunidad muy pobre desde la primer inmunizaciéon y consecuentemente las aves de este
grupo solo pudieron desarrollar una respuesta inmune débil después de cada desafio. En
contraste a lo observado aqui, Ryley et al.,, (1976) mostraron que aves inmunizadas
primariamente con 1 x 10* ooquistes/ave eliminaron una mayor cantidad de OPGH que aves
inmunizadas primariamente con 5 x 10° ooquistes/ave, sin embargo, estos investigadores
reconocieron que este evento no fue consistente y que la edad de las aves puede volverse
una limitante entre la produccién 6ptima de ooquistes (para generar un stock experimental o
vacunal) y el incremento en la tasa de mortalidad que se presenta después de la infeccion.
Recientemente, Soutter et al (2021) usaron dosis experimentales de ooquistes de E. tenella
(cepa Houghton) definidas por ellos mismos como dosis altas (4 x 103, 8 x 10® y 1.2 x 10*
ooquistes/ave) para inmunizar a tres diferentes estirpes de aves (Hy-line Brown, Hy-line
Silver Brown y Lohmann Brown), esto con el objetivo de evaluar con base al genotipo
especifico de ave utilizado cada una de las respuestas inmunes exhibidas por cada estirpe,
para lo cual después de la inmunizaciéon analizaron la tasa de replicacion del parésito, la

severidad de lesiones producidas y la transcripcion de citocinas especificas indicadoras del
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tipo de respuesta inmune especifica en los sacos ciegos. A diferencia de nuestro estudio
Soutter et al (2021) no observaron mortalidad entre las aves de las tres estirpes analizadas,
aun empleando la dosis mas alta (1.2 x 10* ooquistes/ave), dosis que fue ligeramente mayor
a la que usamos nosotros (10K). Soutter et al (2021) determinaron que las diferentes
magnitudes en las dosis que emplearon no revelé una variacion significativa en el grado de
lesiones inducidas, esto especificamente sobre la tasa de replicacion del parasito o en la
expresion cecal de citocinas inmunes. De forma general los resultados del estudio de Soutter
et al (2021) no son acordes con los hallazgos que nosotros observamos en nuestro estudio.
Esto podria indicar tres hechos importantes (i) la cepa especifica de E. tenella usada en cada
uno de los ensayos experimentales tanto en el de Soutter et al (2021) (cepa Houghton)
como en el nuestro (cepa QRO-15) es la clave para explicar los diferentes niveles de
habilidad para la invasion celular del parasito (patogenicidad) per se, la magnitud de la
inflamacién inducida por la invasién del mismo (patogenicidad) y por lo tanto los diferentes
patrones de mortalidad observados; (ii) la estirpe y edad de las aves en cada estudio
experimental fueron diferente y por lo tanto explicarian un efecto clave en los resultados
observados; (iii) o bien, la cantidad real de los ooquistes esporulados que se cuantificaron
para formular las diferentes dosis de inmunizacién en cada caso no fueron tan precisas como
deberian ser, por ejemplo, el equipo de Soutter et al (2021) utilizé la cAmara de recuento
Fuchs-Rosenthal (0.2 mm deepth) (Tomley, 1997) para efectuar estas determinaciones, y de
acuerdo a la validacién de confianza de los conteos de ooquistes de E. tenella realizados a
través de pruebas de homocedasticidad de varianza (Prueba de Hartley) efectuados
previamente por Juarez et al (2002) con ooquistes de E. tenella en suspension, este tipo de
técnica diseflada para el conteo de células sanguineas no es estadisticamente confiable
para la estandarizacion de inéculos de ooquistes parasitarios, la técnica mas precisa para
determinar con adecuada certidumbre estadistica (pardmetro sugerido por Ronald A. Fisher:
P<0.05) la cantidad real de ooquistes de E. tenella en una muestra o inoculo hasta ahora es
la cuantificacién de ooquistes de E. tenella utilizando la técnica de diluciéon en SSS utilizando
para ello la camara de McMaster (Marienfeld™ Lauda-Kdnigshofen, Germany) (Long y
Rowell, 1958). Otro hecho importante a considerar en este tipo de ensayos experimentales al
margen de los tres mencionados anteriormente es tomar en consideracion que tan fresco se
encuentra el inoculo de ooquistes esporulados al momento de utilizar estos. Por ejemplo,
Tomley (1997) considera que este es el principal criterio que debe determinar la decision de
gue cantidad de ooquistes deben utilizarse para los ensayos experimentales de

inmunizacioén/desafio (entre mas recientes se encuentras los ooquistes después de su
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esporulacion menor debera ser la cantidad a incorporar en el inoculo), de hecho, esta
investigadora recomienda el uso de ooquistes esporulados de E, tenella para la formulacion
de los inéculos de infeccién dentro de un periodo no mayor a 8 semanas después de su
esporulacién, Tomley (1997) determind que para optimizar la cantidad obtenida de ooquistes
en heces (tipicamente se pueden obtener hasta 10® ooquistes totales por ave) se deben
inocular oralmente pollos de una raza como Light Sussex de 6 a 8 semanas de edad con 103
a 6 x 10° ooquistes esporulados de E. tenella. Con el objetivo de obtener un éptimo stock de
ooquistes de E. tenella, Ryley et al (1976) indicaron que la edad de las aves a inocular es
otro parametro importante en la seleccion de la dosis inicial. Varios investigadores han
utilizado dosis altas de E. tenella (1 x 10* ooquistes/ave) con la creencia de que dosis altas
dan como resultado mejor exposicion a los paréasitos y por lo tanto generan titulos altos de
anticuerpos Pl (Williams, 1973; Davis et al.1978; Lillehoj, 1988; Gilbert et al, 1988; Onaga et
al., 1989; Smith et al., 1993; Morales y Lucio, 2012). Sin embargo, de acuerdo con nuestras
observaciones, la inmunizaciéon primaria con 10K resulté en una menor cantidad total de
ooquistes eliminados y las aves mostraron signos clinicos graves, ambos efectos se
acompafaron con un desarrollo parcial mediocre de inmunidad contra coccidia (cantidad de
OPGH producidos y persistencia en su eliminacién aun después del segundo desafio).

Chapman y Rayavarapu (2007) observaron que los pollos inmunizados primariamente con 1
X 10° ooquistes/ave de E. maxima durante el periodo de prepatencia mostraron una baja
ganancia de peso corporal, sin embargo, ninguna de las aves murid; aunque todas las aves
sobrevivieron, estos investigadores no registraron el tipo especifico de signos clinicos que
las aves presentaron de manera cronoldgica, a diferencia de nuestro estudio, en el cual
todos los signos clinicos se describen y califican de acuerdo al tiempo y grado de severidad
con el que se presentan en ambos grupos inmunizados. La severidad de los signos clinicos
en las aves inmunizadas con la mayor dosis de ooquistes (10K) fue mayor, lo que indica que
la afectacion del estado general de salud en estas aves va a la par con los eventos severos
de inflamacién que ocurren a nivel de tejido intestinal durante el periodo inmediato posterior
a la primer infeccion (Ryley et al., 1976; Davis et al.1978; Lillehoj, 1988; Suprihati y Yunus,
2018; Soutter et al., 2021). Aungque subvalorada por muchos investigadores no veterinarios,
la descripcion y calificacion de los signos clinicos en este tipo de pruebas contribuye a
generar informacién muy valiosa acerca del efecto que la cantidad de ooquistes de Eimeria
sp., utilizada en la inmunizacién primaria muestra sobre el estado general de salud de las
aves, sin embargo, no existe un estudio puntual que categorize especificamente la magnitud

en la signologia clinica presentada de acuerdo a la cantidad de ooquistes inoculados
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primariamente (Suprihati y Yunus, 2018; Soutter et al., 2021), por lo cual se requiere ahondar
en el futuro sobre este aspecto.

La cantidad de tejido intestinal remanente que permanece sano después de la infeccion con
Eimeria sp., se encuentra determinada por la cantidad inicial de ooquistes utilizados en la
dosis de inmunizacién primaria y en la resolucién clinica efectiva que muestra la respuesta
inmune del ave inmediatamente después de la primer inmunizacién (Lillehoj, 1988; Williams,
2001; Juarez et al, 2007). Generalmente los estados enddgenos tempranos del ciclo de vida
de E. tenella se consideran mucho méas inmunogénicos que los estadios asexuales y
sexuales tardios (McDonald et al, 1988; Lillehoj y Trout, 1993, 1996; Constantinoiu et al.,
2008; Suprihati y Yunus, 2018). Después de la primer infeccion, los udltimos estadios de
Eimeria sp., requieren un minimo remanente de enterocitos sanos para poder replicarse, por
lo cual, también debe existir cantidad suficiente de DC, M®, NK y LT intraepiteliales con la
finalidad de que estas células inmunes sean capaces de montar una rapida respuesta
inmune eficaz (Rose, 1987; Lillehoj y Trout, 1993, 1996; Dalloul y Lillehoj, 2006). Si la
infeccion primaria (estrategia de inmunizaciéon) genera una alta presion inicial de infeccién,
las células huéspedes son destruidas en gran proporcion antes de que el desarrollo del
parasito se complete reduciendo de esta forma la cantidad de ooquistes producidos y
limitando el desarrollo de una respuesta inmune apropiada. Davis et al (1978) sugirié que el
nivel de inmunoglobulinas contra E. tenella se encuentra directamente relacionado a la
cantidad de células linfoides presentes en la submucosa intestinal. Por lo cual, si una dosis
de saturacion (crowded dose) de E. tenella disminuye prematuramente la disponibilidad de
células linfoides a este nivel de tejido las células inmunes remanentes sobrevivientes no
pueden montar una respuesta inmune exitosa (Lillehoj, 1988). Los mecanismaos de control de
coccidiosis aviar por medio de inmunizacién concomitante a la presencia de células entéricas
sobrevivientes en las cuales el parasito pueda replicarse dependen principalmente de un
desarrollo temprano de inmunidad ligada a células (Rose y Long, 1971; Lillehoj y Trout,
1996; Rose y Hesketh, 1982). Con base a los resultados observados aqui se puede
determinar que inmediatamente después de la primer inmunizacién con la dosis de 5 x 10°
oocistos/ave debié haber habido aun suficiente cantidad de GALT, el cual fue suficiente para
montar una respuesta inmune eficaz contra este parasito (Lillehoj y Trout, 1996). Es evidente
que en este grupo (5K) inmediatamente después de la primer infeccién, las DC, M®, LT, LB
y NK, pudieron desplegar una rapida respuesta de inmunidad adaptativa contra E. tenella
(Dalloul y Lillehoj, 2006). Mientras que el grupo 10K mostrd un clasico efecto de saturacion

temprana del tejido intestinal, a esta dosis de ooquistes y debido a los efectos observados en
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este grupo en particular se le describe como una “crowded dose”, sus efectos sobre la
cantidad de OPGH eliminados y las tasas de mortalidad ocasionadas en las aves afectadas
ha sido ya revisado previamente por Ryley et al (1976) y Williams (1973, 2001). Se requiere
de estudios adicionales que ayuden a dilucidar las posibles discrepancias observadas entre
las cepas de E. tenella usadas (e.g. Houghton vs QRO-15), edad y bagaje genético de las
aves experimentales (e.g. consanguineo vs hibrido), exactitud en la cantidad de ooquistes
del inoculo experimental (e.g. McMaster vs FLOTAC), grado de frescura del inoculo,
magnitud de dafio intestinal y signos clinicos inducidos bajo diferentes dosis de infeccion
primaria.

Al utilizar la prueba de ELISA indirecta se observé que la dinamica en la respuesta de
anticuerpos contra los antigenos del Sz y Mz fue bastante similar, lo cual provee fuerte
evidencia de que ambos estadios asexuales comparten una gran cantidad de Ags en comudn
(Constantinoiu et al., 2007; Reid, et al., 2014; Liu et al, 2017; Liu et al, 2020a; Juarez-Estrada
et al., 2021a). Los anticuerpos del grupo 5K reconocen ambos estadios de vida de E. tenella
(Sz y Mz), ademéds, después de la inmunizacién primaria mostraron mayores titulos de
absorbancia en comparacién con los exhibidos por el grupo 10K, esto indica un desarrollo
general positivo de la respuesta inmune en el grupo inmunizado con la menor cantidad de
ooquistes (5K) evaluados. Los altos titulos de anticuerpos en el grupo 5K se mantuvieron
durante todo el periodo de evaluacién del estudio. Aunque la prueba de ELISA se efectlo
con la misma cantidad de ambos tipos de Ags por pozo (1 pg/pozo), la respuesta inmune
humoral contra el antigeno del Mz en el grupo 5K fue ligeramente mayor que la reactividad
mostrada contra el Sz. Los resultados concuerdan con los obtenidos por Constantinoiu et al.,
(2007) en su evaluacion de la prueba ELISA del antisuero de aves inmunizadas con E.
tenella utilizando 1 upg/pozo de cada uno de los dos estadios asexuales de E. tenella
similares a los usados aqui. Constantinoiu et al., (2007) observaron que los antisueros de
estas aves reaccionaron ligeramente un poco mas con los Mzs que con los Szs. La reaccion
mas fuerte en OD observada en ELISA hacia el merozoito sugiere que esta fase asexual
puede ser mas antigénica que los esporozoitos cuando la infecciéon ocurre de manera natural
(oral) en comparacién a cuando se utiliza para la inmunizacién una ruta parenteral (Talebi y
Mulcahy, 1995; Juarez-Estrada et al., 2021a). Este hecho probablemente se debe a la mayor
cantidad de merozoitos que se liberan en las fases de merogonia que se suceden dentro del
ciclo de vida del parasito, las cuales ocasionan ruptura de los enterocitos y en consecuencia
eventos de inflamacion e inmuno-mediacion mas robustos que los inducidos por el

esporozoito per se al momento de la invasién primaria. Otra probable causa de esta
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diferencia se debe posiblemente a una mayor expresion génica de antigenos en la fase del
Mz de 22 generacién en comparacion a la fase del Sz, hecho recientemente documentado
por Reid, et al (2014), donde, por ejemplo, observaron que el Sz posee Unicamente 4 tipos
de SAGs (GPI anchorage) mientras que la cantidad de este tipo de SAGs en el merozoito es
mucho mayor. Debido a la gran cantidad de Mzs que se producen durante el ciclo de vida
natural del parasito y al alto grado de dificultad técnica que implica obtener los Szs a partir de
los ooquistes, aunado a su bajo rendimiento, algunos investigadores han optado por usar
Unicamente Mzs para sus estudios de ELISA indirecta o WB (Constantinoiu et al. 2011).
Después de la primer inmunizacion, las aves inoculadas con una menor cantidad de oocistos
(5K) aparentemente fueron mas capaces de mantener una cantidad suficiente de LB
estimulados, y estos fueron a su vez capaces de generar suficiente cantidad de células
plasmaticas y LB de memoria que permitieron desplegar una rapida respuesta anamnésica
humoral protectora tan pronto como fueron desafiadas con la primer dosis extra- alta de E.
tenella (1 x 10° oocistos/ave). Los anticuerpos en el grupo 5K reactivos a ambos estadios de
vida de E. tenella fueron detectados 2 semanas después de la primera inmunizacion, este
grupo mostrd un pico de anticuerpos a las 6 semanas Pl y después el nivel de anticuerpos
decliné ligeramente antes de alcanzar una fase de meseta a las 8 semanas PIl. Esta
dinAmica de la respuesta de anticuerpos hacia el Sz y el Mz en aves infectadas con E.
tenella fue ligeramente diferente al patron de reaccidn seroldgica descrita en estudios previos
realizados en aves inmunizadas y criadas en piso (Onaga et al., 1989; Guzman et al., 2003,
Constantinoiu et al., 2008), sin embargo, fue similar a la respuesta serolégica de aves
criadas en jaula y que fueron primo inmunizadas con una cepa atenuada de E. tenella y de
forma analoga al presente estudio también fueron desafiadas subsecuentemente dos veces
(Constantinoiu et al., 2008). Los anticuerpos del grupo 5K producidos después del segundo
desafio, a las diez semanas de evaluacion mostraron un nivel de absorbancia mayor (Mz=
OD ~1.9) que el nivel mostrado en la misma fecha de evaluacion por el grupo 10K (Mz= OD
~1.3). Interesantemente y conservando las proporciones metodoldgicas de cada estudio, en
el mismo periodo de evaluacién (10 sem PIl) Constantinoui et al (2008) reporté un nivel de
reactividad en su grupo inmunizado y mantenido sin recirculacion de ooquistes (Mz= OD
~1.8) similar al observado en el presente estudio en la misma fecha con el grupo 5K (10 sem
PI).

El patron de respuesta humoral observado en el grupo 5K sugiere fuertemente un evento
temprano de maduracién inmunoldgica por afinidad de anticuerpos, el cual es indicativo de

un desarrollo temprano de inmunidad esterilizante versus E. tenella. De hecho, si
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consideraramos como criterio principal de inmunidad esterilizante la capacidad de las aves
para mostrar una tasa cero en la produccién y eliminacion de ooquistes en heces después de
un desafio, basandonos en nuestros resultados podemos concluir que para alcanzar la
inmunidad esterilizante a E. tenella después de la primera inmunizacién con una dosis 5K, se
requiere al menos de una dosis de refuerzo. Adicionalmente sugerimos que la dosis de
ooquistes utilizada en el grupo 5K provee un excelente balance entre 6ptima produccion de
ooquistes (stock experimental o vacunal) y la produccion de anticuerpos especificos a E.
tenella, los cuales se pueden utilizar para ensayos inmunolégicos de laboratorio (suero
positivo de referencia), o incluso para su produccion y dosificacién en pollos de engorda por
medio de inmunidad pasiva, esto de acuerdo a lo descrito previamente por Morales y Lucio
(2012) y Juarez-Estrada et al (2021b). Aun cuando la respuesta seroldgica contra el Mz en el
grupo 10K fue ligeramente mayor que la respuesta hacia el esporozoito, la respuesta de Abs
a la méas alta dilucion del suero usada (1:100) mostré inconsistencia a lo largo de todo el
estudio, incluso después del Gltimo desafio (1 x 10° oocistos/ave de E. tenella) lo cual indica
una serie afectacion de la inmunidad humoral en este grupo.

Al implementar una prueba de ELISA indirecta, Constantinoui et al (2007) observaron
reactividad similar hacia ambos estadios asexuales de E. tenella (Sz y Mz) por parte de los
Abs generados con una vacuna comercial (Eimeriavax 4M®), sin embargo, esta respuesta
fue ligeramente diferente en absorbancia y tiempo con respecto a los resultados mostrados
en ambos grupos de nuestro estudio. Estas diferencias deben considerarse en un contexto
de detalles técnicos como la cantidad inicial de ooquistes usados en la primo inmunizacion
(~400 vs 5K o 10K oocistos/ave), ruta de administracién (oral u ocular), tipo de cepa
(atenuada o de campo), intervalo de desafio, condiciones de crianza de las aves y permitir o
no recirculacién de los ooquistes infectantes (cama vs jaula), o bien, condiciones particulares
del inmunoensayo y del laboratorio en ambos tipos de estudio (reactivos, Abs secundarios,
tipo de sustrato, tiempos de incubacion, temperaturas de reaccion, etc.).

Cuando en la prueba de ELISA los antisueros del grupo 5K fueron utilizaron en pool, se
observé que la reactividad hacia ambos estadios asexuales zoitos de E. tenella fue bastante
homogénea, eso sugiere que todas las aves se encontraban completamente inmunes
después del dltimo desafio. Sin embargo, cuando estos mismos antisueros aleatoriamente
se analizaron de forma individual (5K), cada antisuero mostré una reactividad diferente
contra ambos antigenos (Sz y Mz), lo cual sugiere que estas aves (hibridas) no montan de
forma individual una respuesta inmune humoral homogénea hacia ambos Ags (Figura 12). A

pesar de las numerosas investigaciones efectuadas sobre anticuerpos contra coccidia en
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una amplia diversidad de especies de aves y mamiferos, el papel de los anticuerpos
circulantes reactivos a coccidia aln no es bastante claro (Rose, 1987; Talebi, 2001). El
principal propdsito de la prueba ELISA implementada en el presente estudio fue probar la
inmunorreactividad humoral de un conjunto de aves mas que la valoracién individual (Onaga
et al.,, 1989; Smith et al, 1993; Guzman et al, 2003; Constantinoiu et al., 2007; 2011), por lo
cual una respuesta de anticuerpos distribuida de manera no uniforme en tan poca proporcion
de sujetos experimentales no deberia ser suficiente motivo para descartar a la prueba ELISA
como una herramienta util para monitorear el grado de exposicion e inmunidad contra
Eimeria sp en aves después de una infeccion natural o una inmunizacion experimental
(Gilbert et al.,, 1988; Guzman et al, 2003; Constantinoiu et al., 2008). De hecho, los
resultados observados en el presente estudio son consistentes con datos reportados
previamente, lo que muestra que la prueba de ELISA indirecta puede utilizarse como una
herramienta util para monitorear el estado inmune de las aves (Onaga et al., 1986, 1989;
Smith et al., 1993; Guzman et al., 2003; Constantinoiu et al., 2007; 2008). Si bien varios
investigadores han propuesto que la prueba de ELISA puede ser util para monitorear el
estado inmune de las aves debido a que el desarrollo de la respuesta inmune humoral es
paralela a la generacién de la respuesta mediada por células, aln se requiere contar con
mayor cantidad de informacion para poder corroborar esta propuesta, debido a que el nivel
de anticuerpos en aves individuales después de una sola infeccién con coccidia no siempre
parece correlacionar con el nivel de proteccién (Smith et al, 1993; Constantinoui et al., 2008).
Hasta ahora, no se ha podido establecer firmemente una vinculacion directa entre nivel de
anticuerpos y grado de resistencia a la infeccién después de una sola inmunizacién (Davis et
al., 1978; Gilbert et al., 1988), aunque el presente estudio contribuye a arrojar luz en este
aspecto, sobre todo por los niveles de Abs observados en el grupo 5K inmediatamente
después del primer desafio. Actualmente, la prueba de ELISA no se puede utilizar para medir
con precision la inmunidad contra coccidia a nivel de campo, sin embargo, es una prueba
muy til para monitorear los experimentos efectuados en el laboratorio donde se requiere
contar con una evidencia objetiva de la infeccion.

En el presente estudio el analisis de SDS-PAGE de los Szs y Mzs purificados mostré que el
patron de polipéptidos obtenidos es tan complejo como los obtenidos previamente por otros
investigadores (Murray y Galuska, 1987; Tomley, 1994a; Constantinoiu et al., 2008, 2011; Al-
Idreesi et al., 2013). Murray y Galuska (1987) en un SDS-PAGE de esporozoitos de E.
tenella detectaron 11 polipéptidos (23, 28, 45, 50, 60, 82, 94, 105, 175 y 235 kDa), mientras
que Al-ldreesi et al (2013) en un SDS-PAGE similar determinaron 11 polipéptidos de
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diferente peso (10.9, 11.6, 13.9, 25.9, 37.5, 51.1, 77, 100, 107, 113 y 155 kDa). La diferencia
en peso molecular de los polipéptidos detectados entre ambos estudios y el SDS-PAGE de
Szs de E. tenella efectuado en el presente estudio podria deberse a los métodos y
condiciones usadas en cada prueba o bien a las condiciones de ejecucion de la técnica SDS-
PAGE de cada estudio. En el futuro podria ser esclarecedor realizar una identificacion por
medio de 2D SDS-PAGE complementada con Western blott y MS MALDI-TOF.

Las membranas de Western blotting permitieron identificar algunas diferencias antigénicas
entre esporozoitos y merozoitos, aunque la mayor parte de los antigenos observados
parecen ser comunes a ambos estadios asexuales de E. tenella. El que Szs y Mzs
comparten los mismos antigenos ha sido mostrado previamente en estudios efectuados con
antisueros de aves y conejos (Ko et al., 1990; Tomley, 1994; Talebi, 1995; Talebi y Mulcahy
1995; Talebi, 2001; Constantinoiu et al., 2008; Juarez-Estrada et al., 2021a). De hecho, se
ha observado que muchos antigenos con pesos moleculares mayores a 50 kDa parecen ser
idénticos en ambos estadios asexuales de E. tenella (Murray y Galuska, 1987; Constantinoiu
et al.,, 2008, 2011; Al-Idressi et al., 2013, 2016; Juarez-Estrada et al., 2021a). El tipo de
inmunizaciéon utilizada en el grupo 5K permitio desarrollar anticuerpos especificos que
reconocen un patron claro y consistente en ambos antigenos de E. tenella, lo cual ocurre
inmediatamente después de la primer inmunizaciéon. La alta inmuno- reactividad en este
grupo se mantuvo a lo largo de todo el estudio incluso en la evaluacion aleatoria individual
(5K) efectuada después del segundo desafio. El antisuero del grupo 5K identifica bandas de
diferente peso molecular y la resoluciéon de estas bandas se incrementa después de cada
desafio. En contraste, el antisuero del grupo 10K mostr6 un patron de reconocimiento
antigénico pobre en ambos estadios de E. tenella evaluados, incluso ain después del ultimo
desafio. La respuesta inmune en el grupo 10K mostr6 un deterioro severo,
consecuentemente los antisueros no mostraron un reconocimiento fuerte y claro de ambos
estadios de E. tenella, de hecho, estos antisueros apenas y lograron identificar algunas
bandas de polipéptidos. En las membranas transferidas se observé que en los dos diferentes
grupos de inmunizacion existen polipéptidos compartidos entre ambos estadios del ciclo de
vida de E. tenella, ambos tipos de antisuero muestran un patron inmunodominante de
reconocimiento, si bien este perfil fue méas relevante para el Mz que para el Sz. De hecho, los
Abs del grupo 10K no reaccionaron tan fuertemente con los antigenos del esporozoito como
si lo hicieron con los del merozoito, de esta forma es claro reconocer que el estadio de
infeccion inicial del parasito (Sz) fue débilmente reconocido desde el principio de la

inmunizacién primaria en este grupo (10K) y este reconocimiento no mejord después de los
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dos subsecuentes desafios (Figura 11B). Esta observacion sugiere un deterioro temprano de
los LT CD4+, LT CD8+, M®, DC, NK y LB2, afectando probablemente su viabilidad en el
epitelio intestinal y limitando con ello su capacidad para desarrollar una respuesta inmune
fuerte y sdlida hacia coccidia (Davis et al., 1978; Lillehoj, 1988; Lillehoj et al., 1989). Esto nos
muestra un clasico ejemplo de la relacion dosis- respuesta inmune, donde a una gran
cantidad de esporozoitos infectantes se presenta un incremento en el dafio de células
epiteliales e intraepiteliales (GALT) (Lillehoj y Trout, 1996; Williams, 1973, 2001; Johnston et
al, 2001; Dalloul y Lillehoj, 2006). Los Szs de Eimeria no se desarrollan en las aves que ya
desarrollaron una inmunidad esterilizante, muchos son bloqueados antes de penetrar a las
células y muchos no pueden seguir dividiéndose aun estando dentro de estas (Rose y
Hesketh, 1987). Lillehoj y Trout (1993) han indicado que los LT CD8+ en aves estan
directamente involucrados en el reconocimiento y contencién inmune de los estadios Pl de E.
tenella. Si la funcién e integridad de las CPA como M®, DC y LB2 se deteriora desde el
principio de la primer inmunizacién debido a una alta dosis de ooquistes de E. tenella, esto
podria estar ocasionando que las aves desarrollen una respuesta inmune pobre vinculada a
la falta de LT CD8+ E. tenella-especificos presentes en los desafios subsecuentes. En el
presente estudio, los animales primariamente inmunizados con 10K mostraron un estado de
inmuno- compromiso que involucré a la inmunidad celular, y de acuerdo con los resultados
observados, esto sugiere también un efecto negativo grave en el procesamiento antigénico
de las CPA y los LB, lo cual evidentemente influyo detrimentalmente sobre la respuesta
inmune humoral a E. tenella. Esto nos permite concluir que si se requiere obtener una
inmunidad completa contra cepas salvajes de E. tenella en México, la inmunizacién primaria
con una dosis inicial de 1 x 10* oocistos/ave en pollonas de reemplazo hibridas de 8
semanas de edad no es recomendable.

En los immunoblots probados con el antisuero de las aves inmunizadas primariamente con
5K se reconocio una mayor cantidad de antigenos en ambas fases zoitos asexuales que los
reportados previamente (Tomley, 1994; Talebi, 1995, Guzman et al., 2003; Al-Idressi et al.,
2013). Aunque, la masa en peso molecular de algunos polipéptidos dominantes fueron
diferentes a algunos estudios hechos previamente (Lillehoj y Trout, 1993). Por ejemplo, un
antigeno de 44-45 kDa identificado en ooquistes esporulados o esporozoitos de E. tenella
con antisuero de pollos y conejos previamente inmunizados (Tomley, 1994; Murray y
Galuska, 1991; Talebi y Mulcahy, 1995, Al-ldressi et al., 2016) no se pudo detectar en
nuestro estudio, esto a pesar de que pudimos observar la presencia de abundantes bandas

de 42, 43 y 45 kDa en los antigenos de Szs y Mzs de nuestro SDS-PAGE. Sin embargo, si
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pudimos identificar algunos cercanos a estos pesos, observando bandas de polipéptidos
reactivos de 42 y 47 kDa. Estas diferencias se podrian deber al efecto de la idiosincrasia en
la respuesta inmune de los diferentes individuos inmunizados en cada caso, esto debido
principalmente a sus haplotipos particulares de MCH-II. Por otra parte, Constantinoiu et al.,
(2008) en una prueba de inmunizacion/desafio identifico un antigeno inmunodominante en
esporozoitos de 31 kDa y otro de 34 kDa en merozoitos de E. tenella, ambos polipéptidos
con pesos moleculares estrechamente cercanos a los pesos de dos bandas similares que
identificamos aqui como antigenos dominantes en los SNs de esporozoitos y merozoitos
respectivamente. El polipéptido de 26 kDa que fue el mas reactivo y dominante en el
antigeno del Mz (presente pero tenue también en el carril del Sz) inmediatamente después
de la inmunizacién con 5K (Figura 11A) ha sido consuetudinariamente identificado como
dominante y protectivo desde estudios tempranos efectuados por Karkhanis et al (1991),
este polipéptido presente también en el antigeno del esporozoito coincide con los hallazgos
recientes descritos por Liu et al (2019) para la proteina de un antigeno de superficie 10 de E.
tenella (EtSAG10) presente en la superficie de Szs, Mzs y vacuola parasitéfora, se ha
reportado que esta proteina juega un papel importante en la infeccién de las aves por parte
del Sz (Karkhanis et al, 1991). Aungue se han hecho diversos intentos de inmunizar a las
aves con antigenos de Eimeria sp no viables (ooquistes s/esporular) los resultados han sido
infructuosos, sin embargo, se ha descubierto que los extractos de esporozoitos u ooquistes
esporulados de E. tenella inducen altos niveles de inmunidad protectora, se ha observado
gue estos extractos contienen hasta 15 polipéptidos importantes, muchos de los cuales estan
asociados con antigenos de superficie de los esporozoitos (20-30 kDa) los cuales son
capaces de inducir una respuesta inmune 6ptima (Wisher et al., 1986; Karkhanis et al, 1991,
Lillehoj y Trout, 1993). En las infecciones con Eimeria sp el reconocimiento de antigenos
efectuado con los antisueros de aves previamente inmunizadas puede variar con base al
origen de los Abs usados (sistémicos o locales), el paso del tiempo Pl y con el tipo de cepa
de Eimeria que se esta utilizando, lo cual puede explicar las ligeras diferencias observadas
en el reconocimiento de antigenos realizado por otros investigadores y los que nosotros
pudimos observar aqui (Tomley, 1994; Talebi y Mulcahy, 1995; Réfega et al., 2003;
Constantinoiu et al, 2011; Al-Idressi et al., 2016).

Cuando los antisueros de las aves del programa de inmunizacién con 5K fueron analizados
de forma individual, se observé que el suero del ave uno desplegé un patron de
reconocimiento antigénico mas amplio y claro hacia ambos zoitos asexuales de E. tenella

(Figura 13), lo cual es indicativo de que esta ave desarrollo anticuerpos con mayor afinidad
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hacia ambos tipos de antigenos, mientras que las aves dos y tres revelaron un patrén mas
débil de reconocimiento antigénico hacia ambos estadios asexuales de E. tenella. Sin
embargo, una banda dominante de ~26 kDa fue claramente identificada por los antisueros de
las tres aves, este polipéptido como se comentd anteriormente esta estrechamente vinculado
a SAG 10 (Liu et al., 2019). Por otra parte, una banda con un peso experimental de 26.86
kDa ha sido vinculada previamente con un antigeno del esporozoito denominado como
precursor TA4 (SAG 1) (Tennyson y Barta, 2000; de Venevelles et al., 2004; Blake et al,
2017). Algunas investigaciones han predicho que el precursor de la proteina EtMIC2 que
corresponde a una proteina de fusién codifica un polipéptido de 489 amino&cidos con una
masa molecular deducida de 54.8 kDa (Sun et al., 2014). En una investigacion hecha
previamente por de Venevelles et al (2004) utlizando 2D SDS-PAGE y MALDI-TOF
identificaron a EtMIC2, este polipéptido mostré un peso molecular experimental de 53.4 kDa.
Nuestros resultados utilizando el antisuero individual de las tres aves 5K mostraron el
reconocimiento de una banda especifica de ~53 kDa en ambos estadios de E. tenella, banda
gue coindice estrechamente con el peso predicho y descrito de forma experimental para
EtMIC2, por lo cual es altamente probable que se trate de este mismo polipéptido. De
acuerdo con Kawazoe et al (1992), las proteinas micronemales se hallan fuertemente
conservadas entre Szs y Mzs, mientras que la mayoria de epitopos de roptrias y muchos
antigenos de membrana son esporozoito-especificos. Adicionalmente, todos los antisueros
identificaron una banda de ~105 kDa en ambos ciclos de vida de E. tenella, de acuerdo con
investigaciones previas (Venevelles et al., 2004) un polipéptido de masa molecular similar ha
sido estrechamente vinculado con EtMIC1.

La correlacién del reconocimiento antigénico en los immunoblots de cada suero individual
con el nivel de absorbancia observado en ELISA por el mismo suero fue alta. El antisuero del
ave numero uno mostré la mayor absorbancia, mientras que el antisuero del ave dos
desplego un menor nivel de reactividad (Figura 12). Al emplear como animales
experimentales hibridos muy similares de una linea consanguinea de pollo de engorda,
Constantinoiu et al (2007) observaron patrones de reconocimiento antigénico hacia el Sz y
Mz bastante similares entre las 5 aves cuando las analizaron de forma individual, la
respuesta de estos cinco antisueros no es coincidente en la homocedasticidad de la
respuesta de reconocimiento antigénico de ambos estadios de vida de E. tenella que
nosotros observamos aqui al utilizar los tres antisueros provenientes de nuestras tres aves
hibridas, ya que la magnitud de la respuesta inmune humoral y el patron de reconocimiento

antigénico mostré gran variabilidad entre cada una de ellas. Sin embargo, con base al
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reconocimiento homogéneo de algunos de los polipéptidos descritos anteriormente, nosotros
reconocemos el efecto dominante que tienen algunos antigenos especificos de E. tenella
que independientemente al origen del genotipo de las aves estos muestran una importante
influencia capaz de estimular una respuesta inmune humoral fuerte pero especifica a
polipéptidos particulares (Bumstead y Millard, 1987; Lillehoj, 1988, Pinard et al, 1998; Réfega
et al., 2003; Constantinoiu et al., 2008, 2011; Mtshali y Adeleke, 2020; Soutter et al., 2021).
Por lo cual, la optimizacion de la dosis de infeccion/desafio en una linea de aves apropiada
es esencial para maximizar el valor y eficacia de los estudios in vivo (Bumstead y Millard,
1987; Pinard et al, 1998; Soutter et al., 2020, 2021). Para el caso de la coccidiosis aviar, esta
estrategia de seleccion puede contribuir a reducir el nidmero de aves requeridas para
determinar adecuadamente diferencias estadisticas significativas en los estudios
experimentales (Soutter et al.,, 2021). Las IgYs del grupo 5K podrian estar identificando
algunos antigenos tipo-B altamente inmunogénicos de E. tenella como EtSAG1l (TA4),
EtSAG10, EtMIC1 y EtMIC2. Estos antigenos inmunodominantes podrian secuenciarse y sus
correspondientes construcciones de cADN podrian clonarse en plasmidos apropiados y
expresarse en vectores ad hoc para ser utilizados como inmunégenos y probar asi su grado

de inmunogenicidad e inmunoproteccion frente a un desafio patégeno con E. tenella.

Conclusion

- La disminuciéon en la eliminacion de ooquistes en heces después de al menos un
desafio/refuerzo con Eimeria sp es un criterio apropiado para evaluar el grado de inmunidad
generado hacia coccidia.

- La inmunidad esterilizante contra coccidia con una dosis adecuada en la primo-
inmunizacién requiere al menos de una dosis de refuerzo.

- La descripcion puntual de los signos clinicos proporciona informacion valiosa sobre el
efecto que los diferentes esquemas de primo-vacunacion contra E. tenella muestran sobre el
estado de salud de las aves.

- La prueba de ELISA indirecta probé ser una herramienta Gtil para evaluar el estado inmune
de las aves después de una infeccion.

- Existen antigenos de esporozoitos y merozoitos de E. tenella que son capaces de estimular
una respuesta inmune humoral fuerte pero especifica independientemente del bagaje

genético de las aves utilizadas para la prueba.
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- Los disefios experimentales disefiados para evaluar la inmunidad primaria hacia coccidia
no deben considerar el uso de una “crowed dose” a menos que se desee evaluar el grado de
patogenicidad particular de una cepa por medio de la mortalidad inducida.

- El inmundgeno de 5 x 10° oocistos/ave de E. tenella es una dosis que administrada en aves
hibridas de 8 semanas proporciona resultados 6ptimos en el rapido desarrollo de inmunidad
esterilizante hacia este protozoario.

- Una dosis de 5 x 102 oocistos/ave de E. tenella en aves hibridas de 8 semanas de edad
genera un balance 6ptimo entre la cantidad de ooquistes producidos requeridos para un
stock experimental o vacunal, y las IgYs generadas que muestran un reconocimiento

inmunologico particular de antigenos tipo B.
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4.5 Evaluacion inmunoldgica de los esporozoitos de E. tenella

Con base a la metodologia y los estudios efectuados por Constantinoiu et al (2007, 2008 y
2011) fue posible determinar la evaluacion biolégica e inmunoldgica de los esporozoitos y
merozoitos aislados y purificados en el presente estudio. En la discusién de los resultados
del protocolo de prueba de las dos dosis primarias de inmunizacibn de ooquistes
esporulados de E. tenella empleadas para la obtencion de la mayor cantidad de ooquistes
(stock de laboratorio experimental) y Abs altamente reactivos a E. tenella (Capitulo 4.4), de la
prueba de potencia de la vacuna experimental de esporozoitos completos inactivados de E.
tenella utilizada en el presente estudio como inmundgeno de conejos y aves SPF utilizados
para la obtencién de sueros de referencia para las pruebas de Phage display, en el estudio
del uso profilactico de inmunoglobulinas IgY provenientes de la yema de huevo de aves
inmunizadas versus Eimeria sp y desafiadas con la cepa QRO-15 (Juarez-Estrada et al,
2021a, 2021b), se amplian aspectos de discusion sobre estos parametros (Capitulo 4.4). En
la caracterizacion experimental de polipéptidos en los sobrenadantes de antigenos de Szs 'y
Mzs de E. tenella por medio de WB se identificaron bandas inmunodominantes
principalmente en el SN de esporozoitos siendo las mas evidentes de 112 kDa y 118 kDa;
aungue la fraccién de 82 kDa se ha mencionado frecuentemente dentro de las fracciones
mas antigénicas en el rango de 81-84 kDa, que de acuerdo a Guzman et al (2003) pueden
ser excelentes opciones para utilizarse como candidatos en vacunas subunitarias. En el SN
de esporoblastos Unicamente se detectaron tres bandas de 26-27 kDa, 12 kDa y 10 kDa, el
ooquiste completo no presento reaccién evidente al antisuero (Figura 26). En pruebas
subsecuentes se determino una banda preponderante de ~26-27 kDa identificada por Abs
policlonales de aves inmunizadas contra Eimeria sp de Supracox™, incluso al utilizar como
fuente antigénica un pellet de Sz 18-19. Fue evidente también la preponderancia de una
banda de 50-53 kDa y otra de 27 kDa, Karkhanis et al. (1991) utilizando electroforesis SDS-
PAGE identifico un polipéptido similar de 27 kDa con actividad protectiva, el cual fue
purificado a partir de ooquistes esporulados de E. tenella. Mientras que Guzman et al (2003)
identifico también una fracciéon antigénica de 27 kDa que presento alta inmunorreactividad
con el suero de aves vacunadas con una vacuna virulenta de E. tenella, sin embargo,
interesantemente esta reactividad no se observé en el suero de las parvadas vacunadas con
una cepa atenuada de E. tenella o con el antisuero de las aves no vacunadas. Constantinoiu
(2008) ha descrito que algunas aves por idiosincrasia inmuno-genética (haplotipo MHC-II)
detectan o no la fraccion de 31 kDa en esporozoitos e invariablemente lo hacen con una

banda en los merozoitos de 34 kDa, que aqui se observo en un rango de ~36 kDa.
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4.6 Inmunoterapia con IgYs policlonales provenientes de la yema de huevo de gallinas
inmunizadas con Eimeria sp., en aves SPF Leghorn White severamente infectadas con
una dosis extra- alta de una cepa salvaje de E. tenella

La vacunacion con cepas vivas o atenuadas de Eimeria sp., se ha utilizado regularmente
para generar proteccién efectiva contra la enfermedad por medio de inmunidad especifica
adquirida. Sin embargo, se ha efectuado poca investigacion sobre el nivel de proteccién que
se logra a través de la inmunizacion pasiva directa utilizando anticuerpos (Abs) hiperinmunes
especificos contra Eimeria sp., provenientes de la yema de huevo de gallina (Xu et al., 2011).
La inmunidad celular y humoral se encuentran involucradas en la proteccion de los pollos
contra las infecciones por Eimeria sp (Rose, 1987). Diversos estudios han mostrado que la
inmunidad celular es de suma importancia en la proteccion contra la infeccién por Eimeria sp
aviar, mientras que el rol de la inmunidad humoral muestra un papel relativamente menor
(Rose y Long, 1971; Rose, 1987; Lillehoj, 1986). Sin embargo, varios estudios recientes han
confirmado la habilidad que muestran los antigenos de células B y los correspondientes
anticuerpos reactivos a este tipo particular de antigeno para bloquear la invasién, el
desarrollo y la transmisién de algunos agentes patdgenos en la avicultura comercial y la
ganaderia en general (Xu et al., 2011; Gadde et al., 2015). La administracion oral de IgYs
especificas ha mostrado ser efectiva contra agentes patdgenos gastrointestinales como
Escherichia coli, Campylobacter sp y Salmonella sp., incluso contra Helicobacter pylori
ademas de virus como el de la infeccién de la bolsa de Fabricio, enfermedad de Newcastle y
rotavirus (Tsubokura et al., 1997; Xu et al., 2011; Rahman et al., 2013; Gadde et al., 2015
Vandeputte et al., 2019). La inmunidad pasiva mediada por anticuerpos de trasmision
materna ha mostrado a su vez ser efectiva contra las infecciones con Eimeria sp (Ziomko et
al., 2005; Wallach, 2010; Sharman et al., 2010; Jun et al., 2012; Wiedmer et al., 2017). Sin
embargo, desde los primeros estudios de Danforth (1983), Crane et al (1988), Danforth y
McAndrew (1987), Smith et al. (1994) y Sasai et al (1996) concernientes a la protecciéon
inmune con anticuerpos IgY especificos contra Eimeria sp., se ha prestado poca atencion a
la terapia de inmunidad pasiva directa para el control de brotes de coccidiosis clinica en
pollos de engorda, gallinas de reemplazo y aves reproductoras. El presente estudio muestra
un efecto terapéutico anticoccidial efectivo en aves tratadas con IgYs especificas a Eimeria
sp., administradas per os durante una infeccién clinica experimental con una alta dosis de
ooquistes esporulados de E. tenella. El tratamiento con la suspension de IgYs multivalentes
especificas contra Eimeria sp., en aves desafiadas con una cantidad muy alta de una cepa

salvaje de E. tenella resulto en nula mortalidad, menor eliminacion de OPGH, niveles
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normales de HCT, una calificacion baja en severidad de las lesiones cecales y un incremento
del IAC, asi como una mejora en el rendimiento de crecimiento corporal y bienestar animal
de las aves, esto en comparacion a las aves no tratadas. La dosis de infeccidon de ooquistes
utilizada en nuestro estudio fue mucho mas alta que la cantidad de ooquistes utilizados en
estudios similares (Lee et al., 2009a, Lee et al., 2009b; Xu et al., 2013a; Wiedmer et al.,
2017). Se utilizé una dosis de saturacion (crowded dose) con la finalidad de probar de
manera real el efecto terapéutico de la suplementacion con las IgYs especificas a Eimeria sp
(SC) en las condiciones mas cercanas al peor escenario de infeccion con Eimeria que se
podria presentar de forma imprevista dentro de una caseta de aves mientras los pollos estan
en crianza y desarrollo (Wallach, 2008). De hecho, los datos obtenidos indican que la dosis
proporcionada de acuerdo a la prescripcion sugerida por el fabricante de la suspension de
lgYs especificas a Eimeria sp (SC) (60 mg/ave/dia) (Morales y Lucio, 2012) previno contra la
muerte de las aves en este grupo, sin embargo, esta dosis no protegié tan exitosamente
contra los signos clinicos y los efectos adversos colaterales como si lo hizo la dosis mas alta
de IgYs que nosotros utilizamos en uno de los grupos del estudio (120 mg/ave/dia). La
proteccién de inmunidad pasiva ofrecida por la menor dosis utilizada en el estudio fue débil,
mientras que la proteccién eficiente lograda con la mayor dosis de IgYs se mantuvo a lo
largo del estudio. Estas diferencias es posible explicarlas al considerar la cantidad intrinseca
de IgYs contenidas en cada uno de los dos diferentes tratamientos. La proteccion parcial
observada al emplear la menor dosis de IgYs posiblemente se explica por una relacién dosis-
efecto, la cual debido a una menor concentracién de las IgYs suplementadas, es posible que
éstas IgYs no fueron suficientes para contrarrestar efectivamente el efecto adverso
ocasionado por el uso de una mayor cantidad de ooquistes contenida en la dosis original del
desafio (crowded dose) (Davis et al., 1978; Rose y Hesketh, 1987; Wallach, 2008).
Aparentemente la cantidad de ooquistes sobrepasa la cantidad minima de IgYs requeridas a
nivel intestinal con la finalidad de neutralizar de manera efectiva la infeccién por E. tenella
(Davis et al., 1978; Rose y Hesketh, 1987). De hecho, la cantidad de ooquistes usada es
mucho mas alta que la cantidad de ooquistes a los cuales los pollos de engorda estan
normalmente expuestos bajo condiciones de campo durante la fase de desarrollo (Wallach et
al., 1995; Lee et al., 2012). Sin embargo, un hecho sobresaliente fue que ninguna de las
aves experimentalmente infectadas y tratadas con cualquiera de las dos dosis de SC
murieran; en lugar de esto, a lo largo del periodo de patencia estas aves se recuperaron
rapido de la enfermedad, mientras que el 25% del total de las aves que fueron infectadas

experimentalmente y no recibieron ningun tipo de tratamiento terapéutico murié. Por lo que
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sabemos, ningun tipo de preparacion de IgYs especificas contra Eimeria sp., provenientes de
la yema de huevo de gallina se ha utilizado antes en una prueba experimental con la
finalidad de evaluar el efecto terapéutico en aves con un cuadro clinico severo de coccidiosis
cecal producido experimentalmente con una cantidad tan grande de ooquistes de E. tenella.
En primera instancia y con base a los resultados observados podemos concluir que la dosis
de IgYs que el fabricante de la suspension de SC recomienda para su uso comercial (60
mg/ave/dia) (Morales y Lucio, 2012) puede emplearse en el campo como una herramienta
inmunoterapéutica valiosa contra una infeccion severa por E. tenella, sin embargo, con la
finalidad de evitar cualquier tipo de efecto adverso o negativo sobre el rendimiento de la
parvada nosotros recomendamos utilizar la suspension de IgYs (SC) a una dosis de 120
mg/ave/dia.

La recuperacién de muy pocos esporozoitos de Eimeria tenella de la luz cecal de pollos de
engorda inmunizados y desafiados con una cepa homdloga sugiere que la destruccién
intraluminal de los estadios invasivos iniciales puede ser uno de los principales mecanismos
involucrados en la restriccion inmuno- mediada de la replicacién de Eimeria, una razén
practica de esto es la disminucién real de la cantidad de esporozoitos en comparaciéon a la
contenida en la dosis infectante original (Rose y Hesketh, 1987). La explicacion mas
probable para este efecto es la accion de Abs especificos secretados o producidos a este
nivel (Davis et al., 1978; Réfega et al., 2003). Estos anticuerpos han sido detectados en el
intestino, y su concentraciéon se encuentra directamente relacionada con la magnitud del
efecto protector (Davis et al., 1978; Rose y Hesketh, 1987; Réfega et al., 2003). Mientras que
por una parte el mecanismo exacto a través del cual las IgYs contrarrestan la actividad del
agente patégeno aun no ha sido esclarecido exactamente, por otra parte, se sabe que los
mecanismos de neutralizacién dependen en gran medida de una eficiente interaccion
antigeno-anticuerpo (Rahman et al., 2013). Por ejemplo, en la infecciéon por Babesia sp, se
ha mostrado que los anticuerpos IgG producidos como resultado de una infeccion in vivo
pueden prevenir la invasiéon a los eritrocitos por unién y neutralizacion de los esporozoitos.
antes de que estos invadan sus células diana (Frolich et al., 2012). Observaciones similares
han sido reportadas en pollos donde los anticuerpos antiproteinas especificas del
esporozoito como EtSAG1 parecen inhibir la unién del parasito a las células y asi evitan la
invasion (Danforth, 1983). Tentativamente algunos investigadores han propuesto algunas
teorias acerca de los mecanismos de accion de las IgYs, esto con la finalidad de explicar
como estas IgYs especificas protegen a las aves contra la actividad de los agentes

patégenos (Xu et al., 2011; Gadde et al., 2015). Uno de los principales mecanismos
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propuestos involucra la unién de los Abs a Ags especificos de los agentes patdgenos, de
esta forma deterioran su crecimiento o sus principales funciones biologicas. Por ejemplo, se
ha descrito que los Abs se unen a la estructura de las bacterias, tales como el flagelo,
fimbrias (pili sexual), proteinas externas de membrana y lipopolisacéridos (LPS), e inhiben de
esta forma la adhesion bacteriana a la mucosa intestinal. Esta reduccion en la adherencia a
la pared intestinal reduce su crecimiento y su habilidad para colonizar las células intestinales
o hacer translocacion (Lee et al., 2002; Xu et al., 2011). Tsubokura et al. (1997) sugirieron
que la inhibicién del crecimiento bacteriano o su colonizacion atribuida al tratamiento con
lgYs especificas puede deberse a aglutinacion bacteriana, ocasionando una reduccion de cfu
mas que ha un efecto directo sobre bacterias individuales. Aunque la aglutinacion puede ser
un mediador en la inhibicion del crecimiento bacteriano, es poco probable que sea el mas
importante, esto se debe a que la reticulacion de las bacterias se ve impedida por el
impedimento estérico de los brazos Fab de las inmunoglobulinas unidos ambos a su
superficie (Lee et al., 2002). Aunque Rose y Hesketh (1987) especularon acerca de que la
aglutinacién podria ser el mayor mecanismo inhibidor de la invasion de los Szs de E. tenella
a los enterocitos de los huéspedes inmunizados por parte de las inmunoglobulinas presentes
en la luz intestinal, varios estudios in vitro han sugerido que la inhibicién de la adhesion del
parasito a su célula huésped es el mecanismo dominante por el cual las IgYs especificas
contrarrestan la actividad de Eimeria (Danforth y McAndrew, 1987; Sasai et al., 1996; Abi-
Ghanem et al., 2008; Zimmermann et al., 2009). Otros mecanismos que se han propuesto
para tratar de explicar la accién de las IgYs a este nivel ha sido la opsonizacién seguida de
fagocitosis, la inhibicibn de actividad enzimatica, principalmente de proteasas y la
neutralizacién de toxinas o proteinas mediadoras de la invasion (Dowse y Soldati, 2004,
Lamarque et al., 2011; Besteiro et al. 2011; Xu et al., 2011; Rahman et al., 2013; Ramirez-
Flores, 2018). La union de IgYs especificas a la bacteria puede alterar también las cascadas
de sefalizacion celular bacteriana y de esta forma reducir la produccién y liberacién de
toxinas (Xu et al.,, 2011). Aunque las IgYs contra Eimeria sp administradas en nuestro
estudio podrian prevenir la internalizacion de las fases sexual y asexual de Eimeria tenella
dentro de los enterocitos sugiriendo un mecanismo de blogueo de la adherencia o
desactivacion de las proteinas Eimeria- especificas de invasion (ejem. Interaccion EtAMA1-
EtRON2) debida a la inhibicion de su actividad enzimatica o procesamiento proteolitico
(Dowse y Soldati, 2004; Lamarque et al, 2011; Xu et al., 2011; Morgan et al., 2007; Ramirez-
Flores, 2018; Ma et al., 2019), el mecanismo exacto a través del cual estas IgYs especificas

protegen a las aves no se conoce aun con exactitud. Conocer el principal mecanismo de
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accion de estas IgYs especificas podria contribuir a disefiar mejores estrategias u obtener
inmunoglobulinas especificas que se utilizarian para lograr efectos mas eficientes de
inmunoproteccion ya sea profilactica o terapéutica. Por lo cual, se requieren mas estudios
gue contribuyan a esclarecer la principal accion anti-protozoaria que despliegan estas IgYs
durante la infeccién con Eimeria sp.

En el presente estudio se analizaron variables como la ganancia de peso corporal, la tasa de
eliminacion de ooquistes, viabilidad, hematocrito, calificacion de lesiones y el indice de
proteccion anticoccidiana con la finalidad de evaluar la proteccion inmune proporcionada por
la administracion terapéutica oral de las IgYs Eimeria sp-especificas. Cuando todos estos
parametros se analizaron por separado o utilizando Unicamente el IAC se observaron
mejores resultados de proteccién en el grupo tratado con la dosis mas alta de IgYs. Este
resultado se podria deber a que las IgYs tienen como blanco diferentes estadios de la fase
de vida de E. tenella (Constantinoiu et al, 2008). Sin embargo, ¢ Cual de estos estadios es el
mas afectado con este tipo de inmunoterapia? Esto tampoco sé conoce con exactitud.
Interesantemente, mientras que, en los inmunoblots la preparaciéon SC mostré la mayor
reactividad hacia el antigeno del merozoito, la preparacion experimental de IgYs de la yema
de las aves SPF Leghorn inmunizadas con la vacuna EtSz-IMS1313 preparadas
especificamente para fungir como testigo fueron mas reactivas al antigeno del Sz. Es
imprescindible efectuar estudios adicionales para esclarecer que estadio de vida de Eimeria
Sp se reconoce en mayor proporcion por cada tipo particular de IgY experimental (Tomley et
al, 1994a, 1994b; Constantinoiu et al., 2008; Liu et al., 2009; Wiedmer et al., 2017).

Cuando se compararon los resultados del grupo suplementado con 120 mg de SC con los
resultados del grupo control no tratado-infectado, en todas las variables de respuesta
estudiadas el tratamiento con las IgYs mostr6 claramente un aumento significativo de la
resistencia de las aves contra la infecciéon con E. tenella. Sin embargo, cuando las aves
suplementadas con 60 mg de SC fueron comparadas con el grupo no tratado-infectado,
aungue no se observaron diferencias significativas en la ganancia de peso corporal, tasa de
eliminacion de ooquistes, HCT, calificacion de lesiones y el IAC, si se observo diferencia
significativa en términos de mortalidad. La diferencia observada entre ambos grupos tratados
con las IgYs del SC podria deberse a la magnitud de los titulos de anticuerpos alcanzados a
nivel intestinal de cada ave suplementada que recibié cada una de las dos diferentes dosis
de SC (Rose y Hesketh, 1987; Davis et al., 1978). Esto posiblemente sugiere que la cantidad

de IgYs administradas oralmente a cada ave de cada grupo podria exhibir un tipo de relacién
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dosis-respuesta dependiente, esto de acuerdo con la concentracion de IgYs en cada uno de
los dos grupos, lo cual posteriormente se discute.

Aunqgue el grupo suplementado con 60 mg de SC difirié Unicamente en términos de viabilidad
con el grupo no tratado-infectado, la razén de porqué ninguna de las aves murié en este
grupo adn no se conoce exactamente. Previamente algunos investigadores han puntualizado
gue cuando pollos libres de gérmenes (gnotobidticos) fueron desafiados con altas dosis de
ooquistes esporulados de una cepa patdgena de E. tenella, si bien algunas de estas aves
mostraron lesiones severas y hemorragias profusas dentro de los sacos ciegos, ninguna de
ellas murié (Visco y Burns, 1972a, 1972b; Macdonald et al., 2017; Zhou et al., 2020). Sin
embargo, cuando las aves con microbiota “normal” fueron desafiadas, incluso con una dosis
de desafio menor a la empleada en la infeccidn previa de las aves “gnotobiéticas”, casi todas
las aves “normales” exhibieron lesiones cecales severas e inesperadamente una proporcion
significativa de ellas murieron incluso sin mostrar signologia clinica evidente (Visco y Burns,
1972a, 1972b; Arakawa y Ohe, 1975; Baba et al., 1990). De acuerdo con Kimura et al (1976),
durante los primero 7-10 dias PI de la infeccion con Eimeria sp., se observa un incremento
del crecimiento de MOs patdgenos en la luz intestinal de las aves, MOs como Clostridium
perfringens, esto hace que la microbiota intestinal entre a un estado de desbalance durante
un periodo de dos a tres semanas posteriores a la infeccion inicial con Eimeria sp. Durante
este mismo periodo de patencia coccidiana, recientemente Macdonald et al. (2017)
observaron que todas las unidades taxondémicas operacionales diferenciales (OTUS)
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae mostraron un incremento moderado pero
persistente. Macdonald et al. (2017) proponen que el principal efecto patolégico observado
en los sacos ciegos después del dafio a los enterocitos debidos a la infeccién por E. tenella
se puede atribuir en gran proporcibn a la complicacion derivada de la disbiosis del
microbioma ocasionado por MOs anaerobios-facultativos tales como Enterobacteriaceas
coliformes y no coliformes, ademas de Clostridium sp. Por lo cual, aparentemente la
magnitud del dafio patoldgico causado por la infeccion con E. tenella durante el periodo de
patencia se encuentra fuertemente asociado con disbiosis de la microbiota cecal (Zhou et al.,
2020). Aunque las aves en el grupo tratado con 60 mg/ave/dia de SC no mostraron una
proteccion anticoccidial tan exitosa como la mostrada por el grupo tratado con las 120
mg/ave/dia de SC, se debe hacer hincapié en el hecho de que ninguna de estas aves murié.
De acuerdo con el analisis de las membranas de transferencia (WB), algunas IgYs
reconocen diversos epitopos especificos en los esporozoitos de E. tenella y varios mas en

los merozoitos, sin embargo, no podemos estar seguros de que todas las IgYs contenidas en
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el producto SC estén involucradas exclusivamente en el 100% de la proteccién inmune
especifica contra la infecciébn por E. tenella per se. Por lo tanto, podemos deducir que
después de la infeccién con E. tenella, el SC podria tener dentro de su formulacion otras
substancias o elementos, dentro de los cuales posiblemente se encuentren también otras
IgYs con especificidades diferentes al parasito per se, es factible que estas substancias
(componentes intrinsecos de la yema) o IgYs, por mecanismos aun desconocidos estén
contrarrestando la actividad patogénica de las bacterias secundarias oportunistas,
previniendo de esta forma la muerte de estas aves. Un examen minucioso de la presencia de
estas substancias e IgYs desconocidas y los mecanismos protectivos que estan
desplegando durante las interacciones bacterianas que ocurren en el intestino al momento
de la infeccién con coccidia podria ser muy esclarecedor. De hecho, esto constituye una
novedosa linea de investigacién, ya que se podria obtener un producto que no solo
favorezca la proteccion especifica contra la infeccion por Eimeria sp., también contariamos
con un producto promotor del equilibrio del microbioma intestinal, el cual aun no existe.

Con la finalidad de evaluar la accion profilactica de las IgYs contra coccidia, el polvo
liofilizado de IgYs obtenido de yemas de huevo de gallinas previamente inmunizadas con
diferentes especies de Eimeria usualmente se ha proporcionado de forma oral a pollos
durante su fase de crecimiento. En contraste, en el presente estudio analizamos la accion
terapéutica de una suspension liquida hiperinmune de IgYs especificas de Eimeria sp.,
suplementadas per os durante el periodo de prepatencia de una infeccién severa con E.
tenella. La dosificacién terapéutica de las IgYs afecto significativamente la eficacia de
inmuno-proteccién en una aparente relacién dosis-respuesta. Anteriormente se habia podido
observar una caracteristica relacion de dosis-respuesta similar, esto cuando de forma
profilactica se proporcion6 a las aves en el alimento polvo liofilizado de IgYs Eimeria sp-
especificas (Lee et al., 2009a, Lee et al.,, 2009b; Xu et al., 2013a). Lee et al. (2009a)
mencionan que la suplementacién de dietas de pollo de engorda con bajos niveles (0.01,
0.02, 0.05, 6 0.5%) de polvo liofilizado de IgYs hiperinmunes de yema de huevo Eimeria sp-
especificas (SC) reduce significativamente la produccién de ooquistes, pero no muestra
ningun efecto sobre la ganancia de peso corporal cuando las aves son desafiadas con 1 x
10* ooquistes/ave de E. acervulina, mientras que la suplementaciébn con altas
concentraciones de SC (10% 6 20%) protegio a las aves contra subsecuentes desafios con
E. acervulina, y estas aves mostraron mayor ganancia de peso corporal y baja eliminaciéon de
ooquistes en heces, esto en comparacion a las observadas en las aves del grupo no-tratado

desafiado. Lee et al. (2009b) también observaron efectos similares con marcado incremento
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en la ganancia de peso corporal, reduccién en severidad de lesiones intestinales y menor
eliminacion de ooquistes después del desafio con E. maxima o E. tenella cuando las aves
fueron profilacticamente alimentadas con SC en una relacién dosis-respuesta dependiente.
En ambas investigaciones, la suspension de IgYs hiperinmunes utilizadas se obtuvo a partir
de aves inmunizadas previamente con las tres principales especies de Eimeria que afectan
al pollo de engorda (E. acervulina, E. maxima, y E. tenella) (Lee et al., 2009a, 2009b). En
otro estudio efectuado por otro grupo de investigadores, las IgYs hiperinmunes fueron
producidas a partir de yemas de huevos de gallinas inmunizadas con cinco especies de
Eimeria (E. acervulina, E. maxima, E. tenella, E. necatrix, y E. praecox), las IgYs fueron
purificadas y liofilizadas a partir de las yemas de huevos de gallinas inmunes (Xu et al.,
2013a). Cuando unos pollos hibridos fueron alimentados experimentalmente con este polvo
liofilizado a diferentes niveles (0.01, 0.02, 0.05, 0.10, 0.50, o 1%), este compuesto
hiperinmune elaborado con base a IgYs Eimeria sp-especificas de yema de huevo les
confirié proteccion contra un desafio con 1 x 10* ooquiste de E. tenella/ave en una aparente
relacién dosis-respuesta dependiente. Xu et al. (2013a) observaron que el grupo de aves
suplementadas con el maximo nivel de polvo liofilizado de IgYs (1.0 %); y que
subsecuentemente fueron desafiadas con 1 x 10* ooquistes de E. tenella/ave a los 7 dias PD
mostraron un IAC de 160.4. Tomando en consideracion las diferencias relativas a disefio
experimental, el valor de IAC obtenido por Xu et al. (2013a) en ese grupo, aunque
ligeramente mayor al IAC que nosotros registramos en nuestro grupo suplementado con la
mayor dosis de IgYs Eimeria sp-especificas (IAC = 155), ambos son muy similares, aun
cuando un fuerte factor diferencial entre ambos estudios fue la dosis de desafio utilizada,
nosotros empleamos aqui una dosis tres veces mayor (3 x 10* ooquistes /ave) que la
utilizada por Xu et al. (2013a). Esto indica que las IgYs (SC) suplementadas como
inmunoterapia a la mas alta dosis probada aqui muestra una eficacia protectiva tan exitosa
como la obtenida con el liofilizado de IgYs Eimeria sp-especificas probado por Xu et al.
(2013a) a su mayor nivel de inclusién (1.0 %). Todos estos estudios sugieren que
suplementar el alimento o el agua de bebida con IgYs hiperinmunes Eimeria sp-especificas
es una estrategia prometedora para el control de infecciones inesperadas de coccidiosis
aviar, y podria contribuir significativamente a reducir las pérdidas econémicas causadas por
esta enfermedad.

Hasta ahora, con la finalidad de obtener las IgYs especificas a partir de la yema de las aves
todos estos estudios han utilizado parasitos vivos administrados por via oral (natural) en sus

programas de inmunizacion. Nuestros resultados de Western blot identificaron varias bandas
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de polipéptidos en ambos estadios asexuales zoitos de E. tenella de las aves inmunizadas
por via oral (natural), mientras que solo unas pocas bandas fueron reconocidas por la
suspension de IgYs del SC en ambos estadios de vida de E. tenella. Por otra parte, la
reactividad en ELISA de la suspensidon SC hacia ambos antigenos de E. tenella fue mucho
menor comparada a la reactividad mostrada por nuestra preparacién experimental de IgYs
especificas vs esporozoito de E. tenella obtenidas de las yemas de huevos ovopositados por
las aves SPF inmunizadas con la vacuna de esporozoitos completos. Aparentemente la
preparacion SC mostrd una baja reactividad en ambas pruebas analiticas (ELISA y Western
blot), sin embargo, independiente a estos resultados, las IgYs en el SC probaron proteger
exitosamente a las aves infectadas con una dosis muy alta de ooquistes esporulados de E.
tenella. Bajo este contexto debe considerarse que una ruta parenteral de inmunizacion
podria también ser muy apta para obtener una gran cantidad de anticuerpos Eimeria sp-
especificos circulantes y consecuentemente aumentar los titulos de anticuerpos Eimeria sp-
especificos en la yema de los huevos, de esta forma posiblemente se requeriria una dosis
mucho menor de administracion de anticuerpos Eimeria sp-especificos de yema para lograr
una proteccién exitosa (Rose and Long, 1971; Jun et al., 2012; Wiedmer et al., 2017; Juarez-
Estrada et al.,, 2021b), lo cual en el futuro deberd probarse bajo un apropiado disefio
experimental. Adicionalmente la identificacién precisa de las proteinas inmunogénicas del
parasito a las que se dirige la respuesta de anticuerpos protectores contra la coccidiosis
aviar permitira en el futuro la aplicacion extensiva de esta tecnologia de inmunizacién pasiva
(Sasai et al., 1996; Constantinoiu et al., 2008; Liu et al., 2009; Jahn et al., 2008, Jun et al.,
2012; Wiedmer et al., 2017).

Se requiere efectuar mas estudios sobre estrategias de inmunizacion que utilicen antigenos
protectores definidos de Eimeria sp., 0 sus epitopos subunitarios 0 recombinantes inyectados
a través de la via parenteral. De hecho, algunos anticuerpos monoclonales de ave
especificos contra diferentes moléculas del parasito involucradas en la invasion celular han
sido ya previamente descritos (Danforth and McAndrew, 1987; Crane et al., 1988; Ko et al.,
1990; Wallach et al.,, 1995; Sasai et al., 1996; Jahn et al., 2009). La construccién de
bibliotecas de anticuerpos de desplegamiento de fagémidos de una sola cadena del
fragmento variable (scFv) que sean capaces de bloquear la invasion de Eimeria sp., es otra
tecnologia prometedora que puede utilizarse para el desarrollo de una nueva estrategia de
inmunoterapia contra la coccidiosis aviar (Abi-Ghanem et al., 2008; Zimmermann et al., 2009;
Turunen, et al, 2009; Zhao et al., 2010). Deben desarrollarse ademas estudios con

tecnologias novedosas y originales (ejem. Phage display, ELI) para identificar exitosamente

227



los epitopos protectores clave de los parasitos Eimeria, por lo cual, se justifica una mayor
investigacion sobre este tema. La inmunoterapia oral representa una estrategia novedosa
para prevenir lesiones patolégicas severas y la mortalidad en las aves cuando ocurre
inesperadamente un brote severo por E. tenella y el uso de anticoccidianos quimicos o

ion6foros se encuentra restringido o prohibido.

Conclusion

- La inmunidad oral pasiva en los pollos utilizando una suspension hiperinmune de IgYs de
yema de huevo especificas de Eimeria sp. es lo suficientemente potente como para controlar
los signos clinicos, la mortalidad y la presion ocasionada por una infeccién severa con el
parasito.

- La inmunoterapia oral administrada per os con IgYs de yema de huevo especificas de
Eimeria sp., representa una manera natural alterna al uso de anticoccidianos quimicos o
ionéforos para controlar con éxito las infecciones por E. tenella.

- La adecuada identificacion de las proteinas inmunogénicas del parasito a las que se dirige
la respuesta de anticuerpos protectores contra la coccidiosis aviar facilitara en el futuro la
aplicacion extensiva de esta tecnologia de inmunizacion pasiva y la creaciéon de vacunas de

tercera generacion.
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4.7 Inmunizacidén con esporozoitos completos inactivados de E. tenella adsorbidos en
un adyuvante con base a nanoparticulas (IMS 1313 VG Montanide™) en conejos
(Oryctolagus cuniculus) y aves (Gallus gallus) SPF Leghorn White

Actualmente se conoce que las gallinas domésticas después de ser infectadas varias veces
por via oral con cantidades especificas de ooquistes esporulados de E. tenella se vuelven
completamente resistentes a infecciones subsecuentes con el parasito (Long et al., 1986;
Constantinoiu et al, 2011; Soutter et al., 2020). Al utilizar antisueros de aves previamente
inmunizadas por via natural con ooquistes esporulados de E. tenella en inmunotrasferencias
(inmunoblots) de esporozoitos y merozoitos de segunda generacion de E. tenella, se ha
observado que estos antisueros identifican un patrén similar de antigenos en ambos ciclos
de vida (Constantinoiu et al.,, 2008; Juarez-Estrada et al., 2021b). Conforme adquiere
resistencia después de varias infecciones con el parasito (booster) el sistema inmune de las
aves logra un reconocimiento especifico de antigenos altamente inmunogénicos presentes
tanto en Szs como en Mzs de E. tenella (Constantinoiu et al., 2008, 2011; Juarez-Estrada et
al., 2021b). Los conejos y aves SPF Leghorn inmunizadas de manera subcutanea con la
vacuna experimental EtSz-IMS1313 producen anticuerpos que aparentemente reconocen los
mismos antigenos especificos en cada estadio de vida del parasito (Juarez-Estrada et al.,
2021a). Las observaciones de los Western blot en ambas especies son consistentes con
estudios previos que muestran que los anticuerpos generados contra un ciclo de vida del
parasito reaccionan de forma cruzada hacia antigenos de otro estadio de vida del mismo
parasito (Danforth y McAndrew, 1987; Ko et al., 1990; Tomley, 1994a, 1994b; Sasai et al.,
2008). Aunque los conejos y aves aparentemente responden a los mismos antigenos de E.
tenella, los conejos mostraron una respuesta de anticuerpos mas fuerte y sélida comparada
con la respuesta inmune exhibida por las aves inmunizadas con el mismo inmunégeno. De
hecho, con la finalidad de optimizar favorablemente la visualizacion de las membranas WB
de ambos conejos, los antisueros se tuvieron que diluir 1/8000 eliminando asi artefactos y
manchas del trasfondo (background) de la membrana, mientras que los inmunoblots con
anticuerpos de las aves se pudieron apreciar de forma similar a la visualizacion de las
membranas de WB reveladas con los antisueros de los conejos al diluir los antisueros de
ambas aves a una cuarta parte (1/2000) de la diluciébn hecha con los antisueros de los
conejos (Figura 34). Se ha observado que los Western blotting probados con anticuerpos de
aves inmunizadas por via natural (oral) Gnicamente se pueden visualizar de forma apropiada
con bajas diluciones del antisuero (1/25 a 1/100) (Tomley, 1994a, 1994b; Constantinoiu et

al., 2008, 2011; Juarez et al., 2021b). Esto es consistente con evidencia previa que ha
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mostrado que los esporozoitos inoculados parenteralmente en conejos son mucho mas
inmunogénicos por esta ruta que las aves infectadas oralmente con ooquistes esporulados
completos (Talebi y Mulcahy, 1995; Talebi, 2001). Se ha sugerido que el reconocimiento de
antigenos puede diferir entre huéspedes (Rose y Mokett 1983). Adicionalmente, se ha
propuesto que un huésped heterdlogo como el conejo reconoce mas epitopos-clave en el Sz
de Eimeria sp. aviar, que los huéspedes naturales (Talebi y Mulcahi, 1994, 1995; Talebi et al.,
2001; Tomley, 1994a, 1995b).

4.8 Tamizaje de bibliotecas de péptidos sintéticamente recombinados desplegados de
forma aleatoria en fagos filamentosos M13 (12mer lin y c7c f) utilizando como ligandos
anticuerpos purificados IgG de conejo versus el esporozoito completo de E. tenella

Las bibliotecas combinatorias de presentacion de fagos pueden emplearse para el escrutinio
de péptidos recombinantes que este tipo de fagos filamentosos (Ff: f1, M13, or fd) despliegan
vinculados a su proteina Il u VIIl. Para este tipo de tamizaje se pueden emplear como
ligandos anticuerpos monoclonales o policlonales especificos a diferentes antigenos de los
agentes patégenos en investigacion, esto con la finalidad de identificar mimotopos de
epitopos inmunodominantes del agente patégeno que previamente fueron reconocidos por el
sistema inmune del organismo inmunizado y que se encuentran relacionados estrechamente
a la expresion de epitopes tipo B de linfocitos reactivos (Adda et al., 1999, 2002; Gazarian,
2005: Pande et al., 2010; Juarez-Estrada et al., 2021a). Debido a la limitada informacién
relativa a la naturaleza real de los antigenos protectores de E. tenella, en el presente estudio
se utilizaron anticuerpos generados en conejos New Zealand especificamente reactogénicos
al esporozoito intacto de E. tenella con el objetivo de poder identificar epitopos
inmunodominantes de esta fase zoito asexual. Con base a la metodologia se identificaron y
seleccionaron clonas provenientes de dos bibliotecas combinatorias de fagos que despliegan
aleatoriamente péptidos recombinantes de 12 aa lineales 6 7 aa flanqueados por cisteinas
(conformacional o bucle debido al puente disulfuro inducido) utilizando como ligandos los
anticuerpos de conejo anti-esporozoito de E. tenella. Después de tres rondas de bioseleccién
(panning), fueron aleatoriamente seleccionadas veinte clonas de fagos de cada biblioteca,
estas se amplificaron, se purificaron y se caracterizaron como péptidos a través de la
secuenciacion nucleotidica de su ADN. La mayoria de las 20 clonas seleccionadas a partir
de cada biblioteca fueron altamente reactogénicas al suero de conejo anti-esporozoito en la
prueba de ELISA indirecta, lo que confirmo que el péptido seleccionado de cada fago se unia

exitosamente al paratopo de anticuerpos especificos contra el esporozoito de E. tenella. La
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secuenciacién del ADN de las 40 clonas de fagos seleccionados revel6 que algunas clones
eran idénticas y fueron seleccionadas repetidamente con base a una mayor presencia de
estas durante el ultimo amplificado del tamizaje efectuado con Phage display (3er
amplificado). En este contexto, tedricamente se espera que la relativa abundancia de
anticuerpos monoespecificos altamente reactivos dentro de toda la mezcla policlonal de
anticuerpos presentes en un antisuero inmune conduzca a la seleccién de clonas altamente
especificas en el ensayo de seleccion aleatoria de Ph D (Adda et al., 1999; 2002; Gazarian,
2005). El escrutinio de las bibliotecas de Phade display proporciona informacion muy Util
sobre las caracteristicas estructurales de los epitopos, sin embargo, un analisis exacto de los
mismos a través de fagotopos puede llegar a ser complejo, esto debido a la misma
complejidad de las estructuras antigénicas de los agentes patdgenos (Coley et al, 2001;
Adda et al., 2002; Gazarian, 2005; Costa et al., 2019; Ma et al., 2019). En el caso de los
parasitos del Phyllum Apicomplexa, en especial los de tipo coccidia, su amplia diversidad
gendémica puede llegar a ser en si problematica, ya que ademas de presentar diferentes
etapas zoito asexual y sexual en su ciclos de vida (ejem. Toxoplasma: esporozoito,
taquizoito, bradizoito, gametocitos, etc.), cada una de estas fases del ciclo de vida del
parasito se encuentra dotada de un mosaico multidiverso de antigenos superficiales y
estructurales, adicional a esta diversidad, debe considerarse la presencia de posibles
cambios debido a la ocurrencia de expresion polimérfica de algunos de estos componentes,
sobre todo en los parasitos Apicomplexa de ciclo heterogénico (Adda et al., 1999; Coley et
al, 2001; Blake et al, 2015, 2020; Costa et al., 2019). Las implicaciones de los cambios en la
tasa de polimorfismo han impedido en parte el desarrollo exitoso de vacunas elaboradas con
base a ingenieria genética (proteinas recombinantes, vectorizadas subunitarias y de ADN),
por ejemplo, el alto polimorfismo que presentan algunos componentes clave para la invasion,
como es el antigeno apical de membrana 1 (AMA1) de Plasmodium sp., ha hecho imposible
hasta hoy en dia el desarrollo de una vacuna universal efectiva contra la malaria humana
(Blake et al, 2014, 2015). La especificidad de los fagotopos es otro rubro de incertidumbre ya
que no siempre es claro si los péptidos recombinantes del fago se unen al fragmento Fc del
anticuerpo o al sitio de unién especifico Fab. Debido a la distancia filogenética los dominios
en la Fc de 1gG del conejo muestran una estructura un poco diferente a la Fc de la IgY de las
aves (Gadde et al., 2015). Con el fin de discriminar si los fagotopos se unen especificamente
a la region CDR del paratopo de la region Fab de los anticuerpos policlonales de conejo, sitio
de interaccion especifica entre los péptidos recombinante del fago y el sitio diana de la I1gG, y

determinar asi su veracidad como mimétopo de un epitopo especifico de cada fagotopo
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seleccionado usualmente se utiliza ELISA indirecta de tipo mimético (mimicry ELISA), ésta
consiste en una ELISA de competencia de inhibicién que utiliza los fagotopos seleccionados
y el antigeno nativo juntos en un mismo pozo, el resultado se compara con la ELISA simple
indirecta de los fagotopos solos, a grosso modo en la mimicry ELISA se utilizan como blanco
los anticuerpos originalmente utilizados para el tamizaje (fijados primariamente a la placa de
ELISA) con cantidades estandar del antigeno nativo (e.g. 1 pg/pozo) mezclados con el
fagotopo en cuestién (e.g. 1 x 10° ufp/pozo), posteriormente como anticuerpo secundario se
utiliza un anticuerpo anti M13 (adicionalmente se pueden usar diluciones progresivas de los
fagotopos o del antigeno nativo para determinar respuestas dosis-dependiente) (Wang et al.,
2007; Houimel y Dellagi, 2009). En el presente trabajo decidimos abordar una nueva
estrategia, en la cual todos los fagotopos seleccionados especificamente con IgG de conejo
fueron analizados usando IgYs de aves SPF Leghorn White especificos al mismo
inmunogeno (esporozoitos de E. tenella) utilizado para la inmunizacién primaria en un
ensayo general de ELISA indirecta. Aunque los sistemas inmunes de conejos y aves son
distintos, la informacién generada contribuye a determinar el grado de inmunidad cruzada de
cada fagotopo con respecto a las respectivas inmunoglobulinas de cada especie. En este
ensayo se observd que todos los inmunétopos fueron positivos en el mismo orden de
reactogenicidad indistintamente de los anticuerpos de la especie evaluada. Sin embargo, una
clona con la secuencia CLKFWKPNC que habia mostrado el segundo lugar de reactividad
utilizando las IgGs de conejo como ligando de reconocimiento (Figura 52), al evaluarla con
los anticuerpos policlonales de las aves SPF inmunes al esporozoito fue relegada a la quinta
posicion de reactividad (Figura 54). Esto sugiere que el fagotopo CLKFWKPNC no fue
precisamente seleccionado por el sitio de unién al antigeno Fab del anticuerpo del conejo.
Por lo cual, esta metodologia es una nueva forma de verificar fagotopos verdaderos, y puede
ser complementaria al ensayo competitivo inhibitorio de ELISA (mimicry ELISA) como Unica
prueba de veracidad, un futuro estudio que considere la evaluacion de ambas técnicas seria
de gran valor (Wang et al., 2007; Houimel y Dellagi, 2009). Adicionalmente, con base a la
experiencia generada y con la finalidad de obtener mejores resultados tanto en veracidad
como en grado de inmunodominancia de los mimotopos seleccionados a partir de
organismos mas complejos como es el caso del presente estudio (Apicomplexa) es
recomendable seleccionar una mayor cantidad de clonas y probar cada una de ellas por
ELISA indirecta simple y de competencia-inhibicion (n=60) antes de efectuar su
secuenciacién, no después de la misma (Wang et al., 2007). La frecuencia de los péptidos

seleccionados presumiblemente indica las capacidades de inmunogenicidad y diversidad de
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los propios fagotopos. De hecho, los péptidos recombinantes seleccionados de la biblioteca
c7c con dos cisteinas circunscritas (adecuada para seleccionar epitopos conformacionales)
fueron mas diversos que los obtenidos en la biblioteca de 12 aa lineales.

Muchos antigenos de Eimeria identificados como candidatos a vacunas disefiadas
genéticamente tienen funciones en la interaccion huésped/parasito, probablemente porque
estan expuestos de forma natural a través de los mecanismos de invasién/replicacion del
parasito durante el proceso de infeccidn, y por lo tanto, son objetivos altamente sugestivos a
la respuesta inmune especifica del huésped (de Venevelles et al., 2004; Lamarque et al.,
2011, Besteiro et al., 2011; Liu et al. , 2009, 2017, 2020; Ma et al., 2019; Song et al., 2020).
Entre los antigenos candidatos mas ampliamente investigados en los parasitos tipo
Apicomplexa se encuentran las proteinas secretadas por las micronemas, organelos
ubicados en la punta apical de estos protozoarios, cuyo contenido es critico para la creacién
del complejo de unién (MJ) que permite el acoplamiento, motilidad y union del parasito a sus
células huésped especificas, asi como su entrada a las mismas (Dowse y Soldati, 2004;
Besteiro et al., 2011; Tonkin et al., 2011; Guo et al., 2013; Huang et al., 2018; Li et al., 2020;
Zhang et al., 2020). Sasai et al (2008) al usar 12 diferentes anticuerpos monoclonales para
identificar y determinar la funcién de antigenos diana en el complejo apical de Eimeria sp.,
pudieron determinar que estos Abs reconocian principalmente antigenos presentes en las
micronemas de esporozoitos y merozoitos de diferentes especies de la Eimeria de la gallina
doméstica. En otro estudio, se encontr6 que la reactividad de anticuerpos maternos IgY
policlonales con una proteina de alto peso molecular de la familia TRAP (Thrombospondin-
Related Adhesive Protein) denominada EmTFP250 (parte de la familia de proteinas TRAP de
E. maxima) correlacionaba muy bien con persistencia de la proteccién inmune pasiva
materna a su progenie (Witcombe et al., 2004). De manera analoga a como previamente se
ha observado en otros parasitos del Phyllum Apicomplexa como Plasmodium y Toxoplasma,
la proteina EmTFP250 contiene un epitopo altamente repetitivo con mdédulos parecidos al
factor de crecimiento epidermal (EGF-like) de unién a calcio y motivos de dominios de
trombospondina tipo 1 (TSP-1) que forman parte de la familia TRAP (Morahan et al., 2009).
Un vector de AaroA/AhtrA Salmonella enteritidis expresando EmTFP250 de manera
conjunta con la mdlecula co-estimulatoria CD154 (CD 40L) fue utilizado como vacuna
experimental en pollos de engorda, mostrando buenas perspectivas de proteccién ante un
desafio con ooquistes esporulados de E. maxima, lo cual indica su gran potencial como
posible candidato a una vacuna recombinante contra la coccidiosis aviar (Shivaramaiah et al,

2010). Curiosamente EmTFP250 comparte homologia con la proteina micronemal 4 de E.
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tenella (EtMIC4) y la proteina micronemal 12 de Toxoplasma goondi (TgMIC12) (Periz et al.,
2009). Se descubrié que EtMIC4 junto con EtMIC5 forman parte de un complejo proteico
multimolecular que juega un papel muy importante en el proceso de adhesion e invasién a
las células huésped (Periz et al., 2007). EtMIC4 es miembro de la familia TRAP, contiene 31
modulos EGF-like, 12 médulos de TSP-1 y una secuencia altamente 4cida, rica en prolina y
glicina en su regioén extracelular, ademas de una cola citosoélica y transmembranal altamente
conservada que contiene una o mas tirosinas, tramos de residuos acidos y un solo triptéfano
(Tomley et al., 2001). EtMIC4 contiene uno o mas tipos de mddulos adhesivos, cada uno
compuesto de ocho residuos flanqueados por cisteinas, cada mdédulo es capaz de hacer un
bucle que favorece la adherencia del esporozoito a la superficie de la célula huésped
(anclaje) y facilita asi la transmision de fuerzas dindmicas generadas por el citoesqueleto de
actina-miosina del parasito durante el proceso de invasion (Tomley et al., 2001; Morahan et
al., 2009; Besteiro et al, 2011). EtMIC4 se expresa en esporozoitos y en todas las etapas de
merozoitos del parasito, lo que sugiere que este parasito tiene un fuerte requerimiento de
maddulos TSP-1 que facilitan la adherencia e invasion en diferentes fases de vida del parasito
(Tomley et al., 2001; Réfega et al., 2003; Periz et al, 2007; Morahan et al., 2009;). A
diferencia de otras proteinas micronemales estudiadas hasta ahora en E. tenella, EtMIC4
parece encontrarse constitutivamente en la superficie del esporozoito, asi como dentro de
las micronemas (Tomley et al., 2001; Réfega et al., 2003; Periz et al, 2007). Curiosamente, el
cribado gendémico que realizamos en el blast proteina-proteina utilizando como blanco la
secuencia del taxido 5802 de E. tenella (NCBI-Blast) y como referente la secuencia de
nucleétidos de 2 péptidos recombinantes seleccionados en la biblioteca Ph D c7¢c mer
(CMSTGLSSC y CNTGSPYEC) resultaron en mdltipes coincidencias (5-10
matches/fagotopo) con péptidos de los médulos EGF-like y TSP-1 de EtMIC4 (presentes en
forma de octapéptidos cincuscritos por cisteinas). Estos resultados mostraron que la
estrategia de tamizar la biblioteca de Ph D c7c mer con anticuerpos de conejo contra el
esporozoito de E. tenella incrementa la posibilidad de identificar péptidos conformacionales
con motivos de cisteinas restringidos (bucles) (Tomley et al., 2001; Réfega et al., 2003). El
haber seleccionado péptidos recombinantes con una alta coincidencia indica que los
péptidos nativos muestran gran inmunodominancia cuando los esporozoitos intactos de E.
tenella se inoculan como antigenos en un animal diferente al huésped natural. Por otra parte,
el analisis comparativo del fagotopo CSISSLTHC que fue también altamente reactivo en la
prueba ELISA revelé coincidencias con una proteina hipotética conservada de E. tenella.

Blake et al (2015) han indicado previamente que al menos el 70% de los genes de E. tenella
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se encuentran clasificados como de funcion desconocida o anotados como proteinas
hipotéticas conservadas. Hasta hoy en dia, se han estudiado y probado pocos genes de
proteinas hipotéticas conservadas en Eimeria sp con la finalidad de determinar su funcion,
inmunogenicidad e inmunoproteccion (Zhai et al., 2016). La seleccién en bibliotecas de
péptidos aleatorios de una sola familia de dos péptidos de 7 mer que comparten el motivo
consenso C-LKLxxxN-C (Tabla 29) con la clona del fago CAKLCLNNC con el motivo C-
XKLxxxN-C (Tabla 30) que mostré la mayor reactividad en la prueba de ELISA indirecta
(Figura 52), posiblemente indica que son mimotopos de un epitopo inmunodominante. El
enfoque de presentacion de fagos es un método original para mapear epitopos en este tipo
de miembros Apicomplexa (Adda et al., 1999; Coley et al, 2001; Costa et al., 2019). Sin
embargo, el mapeo de los epitopos representados por los mimotopos se complica debido a
la complejidad en la composicién de proteinas de cada etapa zoito del parasito (Tomley,
1994a, 1994b; Dowse y Soldati, 2004; Kricken et al, 2008, Besteiro et al, 2011). Se
requieren mas estudios que utilizen bibliotecas aleatorias de Phage display que involucren el
uso de anticuerpos heterélogos contra las diferentes etapas de vida de E. tenella.

Al analizar Liu et al (2009) el proteoma de merozoitos de 22 generacion utilizando antisueros
de pollos previamente infectados con E. tenella con la finalidad de detectar las principales
proteinas antigénicas en un Western blot bidimensional, detectaron pocos antigenos
inmunodominantes de las micronemas en los merozoitos, estos solo pudieron detectarse
junto a otras proteinas de mantenimiento y conservacion del parasito como enolasa, beta-
tubulina y especificamente HSP70 como previamente Réfega et al (2003) ya lo habia
observado. En un trabajo mas reciente, estos mismos autores (Liu et al., 2017) analizaron el
proteoma de los esporozoitos de E. tenella, E. acervulina y E. maxima por medio de un WB
2D utilizando antisueros contra cada especie de Eimeria, el estudio se complementd con
MALDI-TOF. Al analizar E. tenella, Liu et al, 2017 identificaron 54 proteinas
inmunodominantes, y 18 proteinas ortélogas a las tres especies de Eimeria evaluadas, 5 de
estas compartian una similitud en secuencia de residuos mayor al 93% y fueron identificadas
como antigenos comunes inmunodominantes, estos incluian al factor de elongacion 2 (EF-2),
la proteina 14-3-3, la proteina con un dominio-contenido del conjugado enzimatico de
ubiquitina (UCE), la gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y una
transhidrogenasa especifica. Las secuencias de oligopéptidos deducidas de las clonas
seleccionadas por la biblioteca Ph D 12 mer coinciden con algunas de las secuencias de
proteinas nativas de E. tenella actualmente referidas en el GenBank (NCBI), sin embargo,

solo dos de ellas se han identificado previamente como epitopos inmunodominantes de los
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esporozoitos de E. tenella (Blake et al., 2017; Liu et al. al, 2017). Por ejemplo, el fagotopo
AGHTTQFNSKTT mostr6 alta coincidencia con la proteina putativa homogénea de cullina
(cullin) de E. tenella, proteina que recluta objetivos especificos para la ubiquitina ligasa que
es parte de un complejo de proteinas de mdultiples subunidades util para la ubiquitinacion
dentro de células eukariotas como los parasitos del Phyllum Apicomplexa. Hasta ahora solo
Wan et al (1999) habia determinado previamente la expresion génica dominante de este tipo
de proteina (secuencia codificante para ubiquitina) en Mzs de E. tenella. Por otra parte, el
fagotopo HFAYWWNGVRGP que fue el mas reactivo en ELISA indirecta (Figura 51)
coincidié significativamente con la secuencia amino peptidica de la cadena beta dineina del
brazo externo flagelar, una proteina putativa de E. tenella, esta proteina produce fuerza
hacia los extremos negativos de los microtibulos en la membrana interna (Besteiro et al,
2011), la primera proteina es una proteina clave en la invasién de Eimeria al enterocito, y la
dltima ha sido identificada previamente también como inmunodominante (Liu et al., 2017). El
fagotopo GPNSAFWAGSER mostro el segundo lugar de reactividad en la prueba de ELISA
indirecta (Figura 51), al utilizarlo como referente en el andlisis bio-informatico coincidid
mayormente con una proteina putativa que contiene repetidos similares a anquirina (Ankyrin-
like) de E. tenella (Tabla 28), en algunos miembros de Apicomplexa esta proteina contribuye
a regular la estabilidad del conoide (complejo apical), participa asi en la motilidad y la
invasion celular (Long et al., 2017). Sin embargo, no existe evidencia previa de que estas
proteinas estén involucradas en la proteccidon contra coccidiosis aviar (Blake et al., 2017;
Venkatas y Adeleke, 2019). Por otro parte, el fagotopo GPNSAFWAGSER fue vinculado a la
proteina putativa del factor de elongacion 2 (EtEF-2) de E. tenella, de acuerdo con lo descrito
previamente por Liu et al (2017), esta proteina es un antigeno comudn e inmunodominante en
E. tenella, E. acervulina y E. maxima. Curiosamente, 2 arreglos genéticos recombinantes de
este tipo de proteina (factor de elongacién 1a de E. acervulina y EtEF-1a de E. tenella) han
sido evaluados recientemente en diferentes pruebas de potencia (inmunizacion/desafio)
mostrando resultados prometedores de inmunidad cruzada en Eimeria sp (Lin et al., 2017;
Panebra y Lillehoj, 2019). En la busqueda e identificacién de antigenos inmunodominantes
se espera que las clonas de péptidos recombinantes seleccionados representen imitaciones
(mimotopos) de epitopos especificos presentes en los antigenos nativos del esporozoito de
E. tenella (revisado en Adda et al., 2002). Una manera de corroborar que los mimotopos
sean imitadores (mimics) verdaderos de los antigenos del esporozoito consiste en obtener
anticuerpos contra estos péptidos y evaluar la inmunorreactividad de estos anticuerpos hacia

los antigenos nativos, en este caso de E. tenella. Los datos de ELISA indirecta y Western
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blot demuestran que cada uno de los sueros de conejo anti-clona detectaron exitosamente
antigenos especificos en el esporozoito y merozoito de segunda generacion de E. tenella.
Esto dltimo respalda la idea de que los péptidos recombinantes seleccionados corresponden
a verdaderos mimotopos de epitopos del esporozoito evidenciando de esta manera su
potencial inmunogénico e inmunoprotectivo en la infeccion por E. tenella. Una observacion
relevante es que estos mimotopos estan aparentemente presentes en mas de uno de los
antigenos evaluados de E. tenella. Los antisueros de los conejos inmunizados con los
fagotopos CNTGSPYEC y AGHTTQFNSKTT reconocen mas polipéptidos en el esporozoito
que en el merozoito. Todos estos polipéptidos reconocidos concatenan bien con antigenos
nativos de E. tenella identificados previamente por los Abs de los conejos inmunizados con la
vacuna experimental EtSz-IMS1313, anticuerpos que fueron utilizados originalmente para el
tamizado de ambas bibliotecas de Phage display (Figura 34). Los antisueros contra los
cuatro fagotopos reconocen mas de una banda, esto indica que algunas proteinas de la
suspension cruda de las dos fases zoito asexuales de E. tenella previamente estuvieron o
bien se encuentran sujetas durante la ejecucion de la prueba a una accion proteolitica de
manera similar a como sucede in vivo en algunos miembros de Apicomplexa (Dowse y
Soldati, 2004; Frdlich et al., 2012; Ramirez-Flores, 2019), aunado posiblemente también al
proceso de desnaturalizacion per se de las muestras utilizadas para el SDS-PAGE.
Usualmente las proteinas micronemales y de las roptrias se escinden proteoliticamente
durante la biogénesis y la post-exocitosis para permitir el reconocimiento y unién a la
membrana de las células huésped por parte del esporozoito (Dowse y Soldati, 2004; Jahn et
al., 2009; Besteiro et al, 2011; Frdlich et al., 2012; Huang et al., 2018; Ramirez-Flores et al.,
2019). Los fragmentos generados a partir de cada SN crudo de proteinas desnaturalizadas
de E. tenella (Sz y Mz) podrian estar conservando los mismos epitopos de reconocimiento,
pero en pequefios trozos dispersos de diferente masa molecular (Sasai et al., 2008). Cada
uno de esos fragmentos estaria manteniendo los epitopos en la misma conformacién
molecular de cédmo se encuentran originalmente en la estructura cuaternaria de la proteina
nativa de E. tenella, esto podria explicar en parte el reconocimiento multivalente observado
en las membranas WB donde se probaron los sueros anti-clona. De hecho, Lal et al (2009)
en un estudio proteémico utilizando SDS-PAGE 2D y LC-MS/MS en dos fases asexuales de
E. tenella determinaron que proteinas individuales como el EF-1a o SO7 del merozoito y
esporozoito de E. tenella respectivamente, se encontraban en multiples puntos del gel de
acrilamida utilizado para su analisis, observacién similar a la efectuada por Zhang et al

(2017). Otra posible explicacion para estas bandas mdultiples seria que el suero anti-clona
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reacciona de forma cruzada con el mismo antigeno especifico o un antigeno mimético del
primero presente en ambas etapas zoito asexuales de E. tenella y consecuentemente este
antigeno se encuentra en varios polipéptidos de diferente peso molecular. En este contexto
se debe considerar que la deteccion inmune mediada por un mimotopo puede involucrar mas
de un epitopo, donde un epitopo induce el anticuerpo que selecciona al mimétopo y
posteriormente el anticuerpo inducido por este mimétopo puede interactuar con otro epitopo.
La reactividad cruzada entre antigenos ocurre cuando un anticuerpo dirigido contra un
epitopo especifico logra unirse exitosamente a otro epitopo similar al primero que contribuyo
a generarlo (mimético). Los dos epitopos en cuestion tienen regiones estructurales
tridimensionales similares, lo cual permite que el anticuerpo generado contra un mimotopo
reconozca un segundo epitopo debido a que estructuralmente es casi el mismo antigeno.
Para poner en relevancia esta afirmacion, cuando Kozbor (2010) generé mimotopos (47-
LDA) a partir del epitopo del gangliésido GD2 y éste mimotopo se utiliz6 como inmundgeno,
el anticuerpo generado contra el mimotopo reacciond de forma cruzada con otro epitopo
localizado en la glicoproteina de superficie (105 kDa) existente en ambos tipos celulares
estudiados: neuroblastoma y melanoma GD2* y GD2™ inhibiendo asi también el crecimiento
de las células GD2-. Por lo tanto, para mostrar su efecto inhibidor un anticuerpo inducido vs
un mimotopo no necesita interactuar exclusivamente con su epitopo genérico si este
presenta inmunidad cruzada hacia otro epitopo de la misma estructura antigénica. En
nuestro estudio el fagotopo 15 (HFAYWWNGVRGP) fue el péptido seleccionado con mayor
frecuencia en el procedimiento de tamizado (Tabla 26); produjo resultados positivos en
ELISA indirecta utilizando los anticuerpos anti-esporozoito de conejo y ave (Figuras 51 y 52)
y en los ensayos de inmunizacion de conejos con el mimétopo (Figura 55C), mostrando los
anticuerpos anti-clona reactividad cruzada contra la proteina esporozoito nativa e incluso
contra el merozoito (Figura 56E). Esto determiné un probable efecto de inmunidad cruzada
como el descrito anteriormente. Los anticuerpos vs los fagotopos 1 y 18 revelaron también
una alta reactogenicidad en WB hacia ambas fases asexuales zoito de E. tenella probadas
(Figura 56C, 56F) y alta inmunogenicidad en los conejos inmunizados con ambos fagos
(Figura 55A, 55D). Adicionalmente, los andlisis informaticos de las tres clonas mostraron un
emparejado positivo con proteinas de E. tenella. Un examen mas detallado de las
estructuras bioldgicas reconocidas in situ en el esporozoito y merozoito de E. tenella
(inmunolocalizacién) por cada suero anti-clona podria ser muy esclarecedor. Nuestro estudio
pone en perspectiva tres conceptos interesantes: (i) la identificacion positiva del antigeno

nativo contribuye a monitorear la apropiada seleccién de péptidos recombinantes candidatos
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a ser considerados verdaderos mimotopos de epitopos; (i) un péptido recombinante que
actia como un verdadero mimotopo fusionado a particulas virales muestra un aumento
significativo de anticuerpos después de su inmunizacion y la proteina nativa puede ser de
esta manera especificamente reconocida vy, (ii) a través de Ph D se puede hacer una
seleccion de péptidos recombinantes inmunogénicos desplegados en fagos que pueden
funcionar como vacunas subunitarias per se. Adicionalmente, se observé que a diferencia del
esquema de inmunizacién donde se utilizaron inmundgenos con antigenos complejos como
el esporozoito completo de E. tenella (Figura 33A), los péptidos de menor tamafio como los
expresados en los inmunétopos pueden requerir de un periodo adicional de inmunizacion
para alcanzar un titulo diferenciado (Figura 55). Nuestros datos concuerdan con resultados
de otros estudios que han mostrado que los mimotopos empleados como inmun6genos son
capaces de inducir anticuerpos especificos o incluso una respuesta inmune celular-mediada
(LT CD4+ Thl) hacia antigenos nativos en programas de inmunizacion contra diferentes
agentes patdgenos incluyendo parasitos complejos (Denisova et al., 2009; Villa-Mancera et
al., 2008; Prudencio, 2010; Gazarian et al, 2011; Meyer et al., 2012; Gu et al., 2013; Costa et
al., 2014, 2019). Pudimos constatar ademas que al exhibir inmunogenicidad especifica estos
péptidos recombinantes ofrecen per se una atractiva oportunidad para el desarrollo de
inmundgenos recombinantes contra E. tenella. Curiosamente, diferentes sueros anti-fago
reaccionaron a una misma banda dominante en el esporozoito, la cual mostré un peso
molecular aproximado de ~25-27 kDa (Figura 56). Esta banda antigénica se identifico
también en las membranas WB del esporozoito donde se probaron ambos tipos de sueros
anti-esporozoito (conejo y pollo) (Figura 34), sin embargo, este polipéptido no se ha
observado en transferencias Western blot usando antisueros de pollos inmunizados de forma
natural (oral) con E. tenella, aun cuando en el SDS-PAGE espejo del Western blot si se
observa presente (Constantinoiu et al, 2008). En otro estudio este polipéptido se pudo
observar en transferencias Western del merozoito de una cepa atenuada y wild-type de E.
tenella usando antisueros de pollos inmunizados de forma natural (oral) con una cepa
vacunal wild-type de E. tenella, pero, no existi6 evidencia de esta banda en los
inmunoblottings de ambos antigenos Mz (cepa atenuada y wild-type) cuando se utilizé para
la inmunizacion oral la cepa atenuada de E. tenella (Constantinoiu et al, 2011), lo que implica
el potencial que tiene este componente antigénico en el grado de virulencia vinculado
directamente con una mayor capacidad de invasion del parasito (cepa wild-type). Evento que
posiblemente se refuerza con la observacién hecha en el presente trabajo cuando se efectlio

la inmunizacion de forma natural (oral) con la cepa wild-type de E. tenella a aves hibridas
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con la finalidad de evaluar las dos dosis de inmunizacién primaria éptimas para la produccion
de ooquistes y antisuero de referencia (5K y 10K) (Capitulo 2.4). Este antigeno de ~25-27
kDa fue identificado con tincion muy débil en el antigeno del esporozoito (Figura 11A, carril
1), vy con tincion mas fuerte (de hecho fue el mas inmunodominante) en el antigeno Mz
inmediatamente después de la primer inmunizacion con 5K (Figura 11A, carril 2),
posteriormente, en las dos siguientes evaluaciones de refuerzo de ese mismo programa,
este polipéptido se observé Unicamente en el SN del Mz, sin embargo, su inmunodominancia
se diluy6 acorde con la afinidad tintorial mostrada (Figura 11A, carril 4 y 6), esta difuminacion
en la tincién y reconocimiento posiblemente esta vinculada a eventos de maduracion por
afinidad producida por la accién de pseudogenes y mutacion somética a nivel de CDR del
idiotipo de las IgY séricas de las aves evaluadas en este programa (5K), se ha reportado que
esta maduracion perfecciona la respuesta inmune seleccionando menos clonas de LB
reactogénicas pero con produccion de inmunoglobulinas de mucha mayor afinidad que la
mostrada por los anticuerpos producidos durante la respuesta primaria (Davidson et al, 2008;
Abbas et al., 2012). Este mismo polipéptido (~25-27 kDa) apenas y se observo presente en
el programa 10K, Unicamente se pudo verificar en el SN de Mz después del primer y
segundo refuerzo oral con ooquistes esporulados de E. tenella (Figura 11B, carril 4 y 6). En
antigenos de superficie de Eimeria previamente ya descritos, se menciona que un Ag con
masa molecular de 25 kDa mostr6 cobertura para dos polipéptidos de 17 y 8 kDa, este
antigeno fue denominado tempranamente como TA4, el cual fue caracterizado desde
principios de la década de 1990 (Blake et al., 2017; Venkatas y Adeleke, 2019). En ese
mismo periodo, Karkhanis et al (1991) determinaron una accién inmunoprotectora efectiva
por parte de un péptido del Sz con una masa molecular similiar al polipéptido identificado (26
kDa). Mas tarde, el TA4 se identific6 como glicosilfosfatidil-inositol (GPI) anclado que es el
antigeno de superficie 1 (SAG 1) especifico del esporozoito de E. tenella (Tabarés et al,
2004; Reid et al, 2014; Blake et al., 2017), el cual se ha descrito que induce inmunidad
protectora parcial cuando se ha empleado como inmunégeno por medio de la generacién
con ingenieria genética de su proteina recombinante en E. coli, ADN plasmidico inductor o
bien vectorizado en Salmonella typhimurium (Xu et al., 2008; Zimmermann et al., 2009; Jahn
et al., 2009; Blake et al, 2017; Venkatas y Adeleke, 2019). Previamente, de Venevelles et al
(2004) usando electroforesis bidimensional y espectrometria de masas ya habian identificado
el precursor del antigeno TA4 del esporozoito de E. tenella que tenia un peso molecular
predicho de 25.04 kDa, sin embargo, para este antigeno determinaron experimentalmente un

mayor peso molecular (26.86 kDa), que coincidentemente es mas similar a la masa
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molecular de la banda que nosotros observamos aqui principalmente en el Sz. Esto ultimo
nos ayuda a aclarar las diferencias mostradas por varios investigadores a lo largo del tiempo
acerca del peso molecular especifico de este péptido altamente inmunogénico observado en
nuestras transferencias, aun cuando debemos considerar que una investigacion reciente
sobre la caracterizacion de SAG10 de E. tenella determino que una proteina de superficie
exclusiva del esporozoito mostré un peso molecular predictivo de ~27.9 kDa (Liu et al, 2019).
Para contextualizar la relevancia de la identificacion de este antigeno (SAG1, SAG10), en un
estudio de prote6mica de esporozoitos, merozoitos y ooquistes tempranos/tardios de E.
tenella hecho por Lal et al (2009), ellos detectaron 47 proteinas de superficie SAG en el
merozoito, pero Unicamente 4 en el esporozoito. Un estudio de reactogenicidad de los
anticuerpos anti-esporozoito de E. tenella de conejo hacia ambas fases zoito asexuales de E.
tenella por medio de un Western blot con SDS-PAGE de doble dimension y analisis MS
MALDI-TOF seria muy esclarecedor.

Conclusion

- El enfoque de inmunologia molecular reversa empleado en este estudio permitié identificar
diferentes epitopos inmunodominantes del esporozoito de E. tenella y sus respectivas
secuencias de ADN codificante.

- Se efectlio un reconocimiento positivo de antigenos en dos etapas zoito asexuales de E.
tenella utilizando anticuerpos dirigidos contra mimotopos de una sola de las etapas.

- La investigacion mostré un nuevo enfoque inmunoldgico para el descubrimiento exitoso de
nuevos candidatos de epitopos de células B del esporozoito de E. tenella aptos para el

desarrollo a través de ingenieria genética de una vacuna putativa contra E. tenella.
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4.9 Inmunoproteccion de aves SPF Leghorn White inmunizadas con clonas
individuales de los fagotopos 1y 7 seleccionados de la biblioteca Ph D c7c, y clonas
F.15 y F.18 de la biblioteca Ph D 12 mer, frente a un desafio con una dosis alta de
ooquistes esporulados de E. tenella

El objetivo de este estudio fue encontrar entre los péptidos recombinantes fusionados a
fagos filamentoso mimotopos del esporozoito de E. tenella, aquellos que puedan contribuir al
desarrollo de una vacuna genoémica (ADN), recombinante o subunitaria basada en péptidos
molecularmente definidos que sean capaces de generar inmunoproteccién contra una
infeccion severa por E. tenella. En este estudio en particular, analizamos la inmunogenicidad
e inmunoproteccion de cuatro inmunétopos seleccionados originalmente en funciéon de su
capacidad de respuesta a un ligando generado previamente con base a antigenos
especificos de células B presentes en el esporozoito de E. tenella (Ph D). Los resultados
mostraron que dos inmunétopos el F.7 (restringida) y el F.15 (lineal) generaron proteccion
inmune parcial ante el desafio severo con E. tenella, a diferencia de la respuesta exhibida
por los otros dos grupos inmunizados con los inmunétopos F.1 y F.18, el fago M13 wt y el
grupo no inmunizado- desafiado. Los grupos de F.7 y F.15 mostraron ambos un IAC de 31.
Aunque se ha sugerido que los péptidos conformacionales comparados con los lineales
forman mejores mimétopos antigénicos e inmunogénicos, en este caso, independientemente
del tipo de biblioteca de Ph D que se utilizé para la obtencion de estos 2 fagotopos destaca
gue ambos inmundtopos mostraron un IAC idéntico. Por otra parte, la vacuna experimental
EtSz-IMS1313 proporciond una eficacia extraordinaria (IAC=187), mayor que cualquiera de
las vacunas individuales basadas en fagotopos. Aunque el nivel de proteccién inmunoldgica
alcanzado por los dos inmunétopos sobresalientes (F.7 y F.15) fue menor en comparacion
con el resultado exhibido por esta vacuna (EtSz-IMS1313), aun asi, ambos inmunétopos
desplegaron inmunoproteccién parcial significativa contra el desafio extremadamente severo
con E. tenella (evidenciado aqui por el valor ampliamente negativo del IAC presentado por el
grupo no inmunizado- desafiado).

Es importante destacar dos hechos observados en la proteccién inmunitaria parcial conferida
por estos dos inmunétopos en comparacién con la proteccién inmune mostrada por la
vacuna experimental. Primero, i) la vacuna experimental fue formulada con esporozoitos
completos de E. tenella, y en ensayos previos se ha observado que este tipo de vacunas
experimentales desarrollan respuestas inmunes especificas contra una cantidad mayor de
antigenos inmunodominantes (Juarez-Estrada et al., 2021a), no Unicamente contra uno solo,

como fue el caso de las 4 vacunas basadas en un solo inmunétopo, de hecho, algunos
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antigenos proteicos del esporozoito completo de E. tenella ya han sido caracterizados y
probados mostrando una inmunoproteccion significativa bajo diferentes condiciones de
evaluacién experimental (Kharkanis et al., 1991; Bhogal et al., 1992; Rhalem et al., 1993;
Garcia et al., 2008; Bogado et al., 2010). Segundo, ii) la dosis de infeccién de ooquistes
esporulados utilizados en nuestro ensayo de inmunizacién/desafio fue mayor que la cantidad
de ooquistes empleados habitualmente en estudios similares (Subramanian et al., 2008; Sun
et al., 2014; Ma et al., 2019: Song et al., 2021; Zhao et al., 2020; Chen et al., 2021), esta
dosis superlativa de ooquistes se utilizd6 para probar verdaderamente si los inmunétopos
individuales utilizados como vacunas podrian generar suficiente inmunogenicidad para poder
proteger a las aves contra un desafio severo con E. tenella, esto en una condicién similar
muy cercana al peor escenario de brote infeccioso inesperado por Eimeria que
potencialmente podria estar ocurriendo en una caseta de pollo de engorda cuando las aves
estan creciendo (Wallach, 2008; Lee et al., 2013). Aparentemente la cantidad de ooquistes
usados para el desafio supera la inmunidad generada por cada fagotopo individual, bajo este
contexto es evidente que se requiere de un nivel minimo de inmunidad para poder neutralizar
eficientemente una infeccién tan severa. Los inmunétopos individuales no fueron capaces de
generar este nivel minimo debido a una aparente relacién dependiente de concentraciéon
inmundgeno: respuesta, y posiblemente también a la complejidad del organismo per se.

En el escrutinio genémico proteina: proteina del identificador taxonémico (Tax ID) num.

5802 de E. tenella que se halla en el repositorio NCBI-Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), el

F.7 concatena con alta homologia con una proteina hipotética conservada de E. tenella.
Hasta la fecha se ha logrado secuenciar por completo el genoma de E. tenella, sin embargo,
mas del 70% de sus genes operativos aun se hallan clasificados como proteinas hipotéticas
conservadas de funcién desconocida, o bien no se ha revelado una homologia significativa
con proteinas ya conocidas (Klotz et al., 2007; Novaes et al., 2012; Reid et al., 2014; Blake et
al., 2015; Zhao et al., 2021b). Muy pocos de estos genes han sido estudiados con la finalidad
de conocer su funcion exacta o su inmunogenicidad (Klotz et al., 2007; Zhai et al., 2016;
Zhao et al.,, 2021b). Recientemente, Zhai et al (2016) clonaron un gen de una proteina
hipotética conservada de E. tenella, la designaron como EtCHP559, y su ADNc contenia un
marco de lectura abierto (ORF) de 1224 pb que codifica un polipéptido de 407 aminoacidos
con prediccion de masa molecular de 46 kDa. EtCHP559 se expresd a niveles mas altos en
los esporozoitos que en otras etapas de desarrollo de E. tenella. Usando WB, la proteina
recombinante fue reconocida por un antisuero de conejo contra esporozoitos de E. tenella.

La inmunolocalizacion mostré que EtCHP559 se distribuye principalmente en la superficie del
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esporozoito y se focaliza hacia su region anterior. En un ensayo de inmunizacion/desafio,
esta proteina recombinante generd un nivel significativo de proteccion, lo cual sugiere que
esta proteina hipotética conservada juega un papel importante en la invasion de los
esporozoitos a las células huésped y podria ser un candidato eficaz para el desarrollo de una
nueva vacuna sintética contra E. tenella. Con base a los resultados obtenidos por Zhai et al
(2016), y la proteccién parcial conferida por el inmunétopo F.7 en nuestra prueba de desafio,
es evidente que existen diversas proteinas hipotéticas conservadas de funciones
desconocidas que necesitan ser estudiadas a fondo. Por ejemplo, utilizar un enfoque
bioinformatico como el descrito por Madlala et al (2021) a partir de la secuencia de la
proteina hipotética conservada de E. tenella que emparejoé en este caso con F.7 seria muy
esclarecedor. Por otra parte, ya que la vacunaciéon con F.7 y F.15 se efectio de manera Sc y
ambos inmunétopos fueron capaces de desarrollar una respuesta inmune, aunque parcial, es
evidente que los posibles antigenos protectores podrian no estarse identificando con
precision hasta que se haya desarrollado un método de administracion adecuado, sin
embargo, es posible que no se reconozca cual es el método apropiado de administracién
hasta que se hayan aislado los antigenos protectores adecuados, el esquema actual para la
identificacion de epitopos inmunogénicos putativos de E. tenella representa una situacion
clasica redundante conocida como "Catch 22" (Shirley y Lillehoj, 2012; Song et al., 2017;
Pastor-Fernandez et al., 2018). El F.18 mostr6 una alta coincidencia de cobertura con la
proteina putativa homogénea cullin de E. tenella, proteina que recluta objetivos especificos
para la ubiquitina ligasa en un complejo proteico de multiples subunidades que es util para la
ubiquitinacién tanto en el parasito como en el huésped (Liu et al., 2017; Huang et al., 2018;
Zhang et al., 2020). Sin embargo, este inmundétopo no mostré un nivel de proteccion parcial
contra E. tenella como el desplegado por el fagotopo 15. En un ensayo ELISA anterior, F.15
mostré la mayor reactogenicidad con antisueros de conejo contra el esporozoito de E.
tenella. El fagotopo 15 se emparejé bien con la cadena beta de dineina (Dynein) brazo
externo flagelar, una proteina putativa de E. tenella, esta proteina produce fuerza hacia los
extremos negativos de los microtabulos en la membrana interna del esporozoito (Besteiro et
al, 2011; Hammarton, 2019). Wan et al (1999) habria determinado previamente la expresién
génica dominante de este tipo de proteina (F.18= vinculada a ubiquitina) en Mzs de E.
tenella, y recientemente Liu et al.,, (2017) la identifico como antigeno inmunodominante,
mientras que la Ultima proteina (F.15) es clave en la invasion de Eimeria al enterocito

(Besteiro et al., 2011; Huang et al., 2018). Hasta el dia de hoy, no existen estudios previos
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gue involucren ninguna de estas dos proteinas de Eimeria como inmundgenos de proteina
recombinante o de ADN en ensayos de proteccion inmune especifica contra E. tenella.

La proteina micronemal 4 de E. tenella (EtMIC4) pertenece a las proteinas de la familia
TRAP y contiene dominios adhesivos conservados en eucariotas superiores; estos incluyen
maodulos tipo EGF y TSP-1 (Tomley et al., 2001, Periz et al., 2009). El escrutinio genémico de
E. tenella en el NCBI-Blast usando como plantilla el fagotopo F.1 encontré mdultiples
coincidencias con moédulos similares a EGF y TSP-1 de EtMIC4, desafortunadamente, en
nuestro ensayo de inmunoproteccion este inmunotopo individual no mostré una proteccién
significativa contra E. tenella. Esto indica que, aunque EtMIC4 es una proteina clave durante
la invasion de los esporozoitos al enterocito y aparentemente también es altamente
inmunogénica e inmunodominante (Réfega et al., 2003), este péptido no debe ser
considerado candidato para el desarrollo de nuevas vacunas contra E. tenella hasta que se
haya probado nuevamente como inmundgeno bajo diferentes plataformas de ensayo
(vacunas de proteina nativa purificada, recombinante subunitaria, vectorizada o de ADN
"Catch 22"). De hecho, a diferencia de EtMIC1/2/3/5/7 no existen estudios previos que
utilicen EtMIC4 como proteina recombinante, vacuna de vector subunitario o vacuna de ADN
gue pueda indicar un papel clave para ella en la inmunoproteccion contra E. tenella (Lai et
al., 2011; Huang et al., 2015, Huang et al., 2018; Venkatas y Adeleke, 2019; Zhang et al.,
2020; Song et al., 2021). Sin embargo, habrd que sefialar que cuando algunas proteinas
recombinantes de Eimeria sp., han sido evaluadas como candidatas potenciales a vacunas
frente a Eimeria sp., la proteccion inmune observada no ha sido tan eficaz como la conferida
por las propias proteinas nativas o inclusive las vacunas ADN (Kopko et al., 2000; Matthews
et al., 2002; Witcombe et al., 2004; Belli et al., 2004; Shraman et al., 2010; Ellis et al., 2012;
Wiedmer et al., 2017; Yang et al., 2017; Zhao et al., 2020).

Por otra parte, se ha mostrado que un solo péptido recombinante mimotopo de un epitopo
inmunodominante utilizado como vacuna puede inducir inmunidad esterilizante frente a
algunos patdgenos como virus y microbios (Gazarian et al., 2011; Cen et al., 2013; Aghebati-
Maleki et al., 2016; Bao et al., 2019; Hess y Jewell, 2019). Actualmente no existen
investigaciones previas que indiquen que el uso de inmunétopos como vacunas parasitarias,
ya sea individual o multi-epitépicos formuladas con mdltiples inmunétopos, sean capaces de
generar una respuesta inmune completa bajo los programas de inmunizacion estandar
utilizados de manera rutinaria (Villa -Mancera et al., 2008; Willadsen, 2008; Prudencio et al.,
2010; Ellis et al., 2012; Gu et al., 2013; Costa et al., 2014; Buzzati et al., 2018). Diversos

estudios disefiados para medir la respuesta inmune humoral y celular contra Eimeria sp., han
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mostrado que la respuesta inmune del huésped es extremadamente compleja en
comparacion con la inmunidad desarrollada contra bacterias o virus (Rose y Hesketh, 1979;
Dalloul y Lillehoj, 2006; Abbas et al., 2012). Ademas, a diferencia de los virus y microbios,
incluso en los pardsitos mas simples, sus ciclos de vida son extremadamente complejos,
adicionalmente hoy en dia existe aun una falta de comprensién general sobre sus
interacciones huésped/parasito (Dalloul y Lillehoj, 2006; Abbas et al., 2012; Huang et al.,
2018; Geinoro, 2019; Lopez-Osorio et al., 2020). Debido a esta naturaleza compleja, en el
caso de Eimeria el sistema inmunoldgico del huésped aviar se enfrenta a un repertorio de
antigenos altamente polimorficos y diversos (Blake y Tomley, 2014; Blake et al., 2020b,
2021b). Una serie de diferentes caracteristicas bioldgicas preservan esta diversidad:
Primero, los protozoarios alguna vez en su ciclo de vida tienen que pasar por una fase de
reproduccion sexual, con el consecuente intercambio de material genético de ambas cepas
parentales, esto da como resultado una progenie de ooquistes con una composicion genética
y fenotipica diversa (Blake et al., 2015; Lopez-Osorio et al., 2020; Blake et al., 2020b).
Segundo, existe una expresion genética diferenciada a lo largo de las sucesivas etapas del
ciclo de vida del parasito, es como si el huésped fuera infectado con varios parasitos
diferentes al mismo tiempo (Reid et al., 2014; Auld y Tinsley, 2015; Gao et al. al., 2021). En
el caso de coccidiosis es aun mas complicado, esto debido a la aparicion de diferentes cepas
de Eimeria sp., que afectan a las aves y cada una puede expresar variantes antigénicas
distintas de moléculas especificas de estadio (Reid et al., 2014; Zhang et al., 2017; Blake et
al., 2015; Blake et al., 2020; Gao et al., 2021). Esta capacidad les permitiria potencialmente
evitar las respuestas innatas/adquiridas del huésped (Zhang et al., 2017; Geinoro, 2019;
Blake et al., 2020b). Todos estos factores imponen desafios considerables en las
metodologias de escrutinio para la seleccion de candidatos de antigenos potenciales para
vacunas antiparasitarias de tercera generacion (Prudencio et al, 2009; Costa et al., 2019; Liu
et al.,, 2017; Madlala et al., 2020; Gao et al., 2021). Hasta ahora, los mimotopos no han
podido demostrar que pueden proteger contra todos los patdégenos, especialmente contra
patégenos tan diversificados como los parasitos multicelulares o los miembros Apicomplexa
(Arnon et al., 2000; Beghetto et al., 2003; Morales et al, 2008; Prudencio et al., 2010; Tonelli
et al., 2013; Buzzati et al., 2018). La principal deficiencia de los mimotopos seleccionados en
bibliotecas de fagos, es que, aunque pueden inducir anticuerpos que reconocen el epitopo
original en el antigeno nativo, estos anticuerpos no siempre poseen la capacidad de
neutralizar el patégeno in vivo (Matthews et al, 2002; Ellis et al, 2012). Con este propdsito,

una investigacion muy completa sobre este tema llegé a la conclusion de que los péptidos
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seleccionados de bibliotecas de secuencias aleatorias carecen de lo que se define como
"aptitud inmunogénica" esto en contraste con los péptidos seleccionados de un péptido
natural a partir de bibliotecas en las que los fagos presentaban segmentos de polipéptidos
nativos de patdgenos reales (Matthews et al., 2002; Ellis et al., 2002). Otras investigaciones
han atribuido un papel clave a la glicosilacion de los epitopos nativos, algo dificil de
reproducir en los péptidos recombinantes seleccionados. La cuestién principal en este tipo
de estudios es si los mimotopos seleccionados de bibliotecas aleatorias de fagos por
anticuerpos especificos anti-patégeno pueden adquirir 0 no la aptitud para convertirse en
verdaderos candidatos a vacunas. Un solo péptido recombinante del esporozoito como SO7
0 AMA-1 han probado inducir proteccién contra E. tenella mostrando una reduccion
significativa en los recuentos de oocistos y en la severidad de lesiones contra el desafio
tanto con especies homologas como heterélogas de Eimeria (Crane et al., 1991; Kopko et
al., 2000; Klotz et al., 2007; Jiang et al., 2012; Yang et al., 2017; Rafiqgi et al., 2018; Pastor-
Fernandez et al., 2018; Wang et al., 2020). Se ha mostrado ademas que un solo anticuerpo
monoclonal producido contra el antigeno del gametocito 56 de E. maxima administrado
pasivamente a pollos sin tratamiento previo puede reducir el 78% de la eliminacion de
oocistos después del desafio (Sharman et al., 2010; Jun et al., 2012; Wiedmer et al., 2017).
Sin embargo, parece poco probable que con solo un antigeno B de Eimeria pudiera
protegerse a los pollos contra una coccidiosis severa. Aunque los pollitos expuestos a una
infeccién natural prolongada desarrollan anticuerpos contra los antigenos B, la inmunizacion
activa de los pollitos jovenes con una dosis protectora de SO7 o AMA-1 no produce una
respuesta humoral evidente de anticuerpos, lo que sugiere que la proteccion parcial
observada se puede deber mas bien a una accién efectora conjunta a través de mecanismos
celulares inmunomediados (Crane et al., 1991; Kopko et al., 2000; Klotz et al., 2007; Pastor-
Fernandez et al., 2018; Del Cacho et al., 2016; Rafiqi et al., 2018). Debido a que los epitopos
lineales continuos (LT) a menudo tienen una longitud de seis aminoacidos, el tamizaje
efectuado con bibliotecas de fagos M13 aleatorios puede seleccionar por afinidad péptidos
recombinantes que coincidan exactamente con la estructura primaria del epitopo (Tonelli et
al., 2013). Esto podria conducir a que una pequefia porciéon de un epitopo de células T lineal
pudiera ser reconocido parcialmente como un pequefio fragmento de un epitopo de células B
y de esta manera seleccionar un inmunétopo especifico. De hecho, aunque todas las aves
inmunizadas con la vacuna experimental EtSz-IMS1313 mostraron una proteccion
satisfactoria contra el desafio severo con E. tenella, su nivel de anticuerpos en ELISA

después de dos inmunizaciones fue significativamente menor que la OD mostrada por los
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antisueros de referencia positivos (Juarez-Estrada et al., 2021a). Esto indica que, aunque la
proteccién inmune exitosa de la vacuna EtSz-IMS1313 mostré un fuerte componente basado
en la estimulacién de antigenos especificos de células B (Juarez-Estrada et al., 2021a), en
este caso podria también estar involucrado un mecanismo efector mediado por células aln
no identificado exactamente (Del Cacho et al., 2016). En una reciente revision, Pourjafa et al.
(2019) resumi6é que, entre las estrategias de vacunas disponibles actualmente para el
tratamiento del céncer, la vacunacion basada en mimotopos es una modalidad de
tratamiento atractiva, la cual ademas de promover los efectos mediados por anticuerpos
también activa la respuesta de LT. Por lo cual, los mimotopos reconocidos por anticuerpos
clinicamente aprobados podrian ser herramientas efectivas para inducir inmunidad
especifica del epitopo deseado en un enfoque de vacunacion activa (Adda, et al., 2002;
Beghetto et al., 2003; Gazarian, 2005; Kriken et al., 2008; Wiedmer et al., 2017).

El ciclo de vida de E. tenella involucra diferentes etapas extracelulares, intracelulares,
asexuales y sexuales (L6pez-Osorio et al., 2020). Sin embargo, es factible que la inmunidad
del huésped a los antigenos especificos de una etapa no se superponga de manera
suficiente y eficiente a otras etapas posteriores, aun cuando ambas etapas expresan
antigenos comunes, como es el caso por ejemplo de algunos genes de la familia SAG
compartidos entre esporozoitos y merozoitos de E. tenella (Tabarés et al., 2004; Reid et al.,
2004). Por lo tanto, desarrollar una vacuna inmunotépica basada en un solo antigeno de una
sola etapa de desarrollo del parasito es un enfoque demasiado optimista (Villa-Mancera et
al., 2008; Prudencio et al., 2009; Tonelli et al., 2013). La mayoria de los investigadores han
concluido que una vacuna eficaz contra la coccidiosis aviar debe contener antigenos de
varias etapas de desarrollo del parasito, y ademas esta vacuna debe contar con suficientes
epitopos de células B y T (Khalafalla y Daugschies, 2011; Song et al, 2015; Blake et al.,
2017; Venkatas y Adeleke, 2019). Algunas vacunas subunitarias recombinantes y de ADN
multi-etapa de Plasmodium, Leishmania, Schistosoma, Eimeria y Entamoeba han mostrado
buena proteccion en las pruebas de inmunizaciéon y desafio en comparaciéon con vacunas
construidas con una sola etapa (Tang et al., 2004; Ivory y Chadee, 2004; Draper et al., 2015;
Song et al., 2015; Costa et al., 2014). Los experimentos con animales han mostrado que las
vacunas de ADN multi-epitdpicas son mas efectivas para estimular la respuesta inmune que
las hechas con un solo fragmento. A si mismo, las vacunas de ADN compuestas por
antigenos de al menos dos etapas de desarrollo han sido mas efectivas que las vacunas de
ADN de una sola etapa (Song et al., 2015). Para la seleccién de vacunas de inmunétopos

individuales realizada en este estudio seleccionamos la primera etapa del ciclo de vida del
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parasito; sin embargo, los antigenos de merozoitos y gametocitos también han mostrado
desarrollar una proteccién inmune significativa contra la infeccion por Eimeria sp (Witcombe
et al., 2004; Jang et al., 2010; Sharman et al., 2010; Xu et al., 2013b; Blake y Tomley, 2014;
Wiedmer et al., 2017; Song et al., 2021). Por lo tanto, en estudios posteriores, cualquiera de
estos antigenos podria incluirse mezclado con otros para construir vacunas multi- epitopos
gue contengan antigenos de etapas del ciclo de desarrollo completo de Eimeria sp
(esporozoitos, merozoitos, gametocitos y cigoto) las cuales podrian probablemente ser méas
efectivas. Hasta la fecha a excepcion de los antigenos subunitarios incluidos en la vacuna
CoxAbic® es poco comun que los antigenos de Eimeria evaluados exhiban proteccion
cruzada (Wallach, 2010), sin embargo al evaluar varios inmundgenos de este tipo se ha
observado que inducen entre 40 y 70% de proteccién inmune contra la exposicion de la cepa
de Eimeria homologa, esto cuando han sido probadas experimentalmente utilizando
diferentes plataformas de administracion (Blake y Tomley, 2014; Blake et al., 2017; Venkatas
y Adeleke, 2019). Por lo tanto, el estudio actual sobre los antigenos sobresalientes de
diferentes especies de Eimeria ofrece nuevas oportunidades para el desarrollo de vacunas
multivalentes de multiples epitopos contra todas las especies de Eimeria de importancia para
la industria avicola (Pastor-Fernandez et al., 2018; Tang et al., 2018; Liu et al., 2020a).
Varias investigaciones han indicado que una de las principales limitantes para obtener un
amplio uso de las vacunas de tercera generacion esta relacionada con poder lograr una
administracion adecuada de las mismas. De acuerdo con el calendario de vacunacion
utilizado habitualmente en la avicultura convencional, es evidente que se debe obtener una
adecuada administracion de la vacuna para poder lograr asi su completa eficacia (Song et
al., 2015; Tang et al., 2018; Pastor-Fernandez et al., 2018). La diversidad de enfermedades
infecciosas en las aves de corral ha requerido el desarrollo de diversos vehiculos de
distribucion para atacar diferentes patégenos. Los antigenos de Eimeria administrados solos
inducen una proteccion limitada en aves; y tanto la inmunidad celular como la humoral
parecen operar juntas sélo durante un periodo muy corto de tiempo (Gilbert et al., 1988;
Smith et al., 1993; Talebi y Mulcahy, 1995). Con la finalidad de superar estas limitantes se ha
recomendado ampliamente el uso de adyuvantes. Por ejemplo, Garg et al (1999)
compararon el efecto de dos tipos comunes de adyuvantes (gel de hidroxido de aluminio,
GHA+ y adyuvante completo de Freund, ACF) administrados junto con 25 ug de antigeno del
esporozoito de Eimeria. Los pollos se vacunaron Sc con vacunas experimentales alos 2y 18
dias de edad. Garg et al (1999) observaron que los pollos inmunizados con el antigeno

emulsionado en ACF mostraron la mejor proteccion contra el desafio homologo, con un
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namero reducido de OPGH (< 57.4%), sin mortalidad y la calificaciébn promedio de lesiones
mas baja (+1.9). Por otra parte, Karkhanis et al (1991) lograron una reduccion significativa de
lesiones cecales (< +2.0) ante un desafio severo utilizando menos de 10 pg de antigeno del
esporozoito adsorbido en GHA+ por via intramuscular a los 2, 9 y 16 dias de edad de los
pollos. La diferencia atribuida a la cantidad de antigeno utilizado en ambas investigaciones
podria deberse a la mayor cantidad de inoculaciones repetidas del dltimo caso. Es
recomendable que en los estudios enfocados a eficientizar una mejor proteccion contra la
coccidiosis aviar se empleen los antigenos de Eimeria o péptidos recombinantes junto con
adyuvantes. Nosotros utilizamos en este estudio un moderno adyuvante junto con 100 pg de
cada uno de los fagotopos (Jang et al., 2011b) y nuestro esquema de inmunizacion fue mas
parecido al utilizado por Garg et al (1999) que al de Kharkanis et al (1991). Sin embargo, a
los 28 dias observamos una tercera parte de las aves con vacuna no absorbida en el tejido
subcutaneo, esto finalmente indicaria un buen desempefio para este adyuvante, y de esta
forma podemos descartar cualquier efecto negativo por falta de accion inmunoldgica
atribuida exclusivamente al adyuvante. Por lo tanto, con el fin de obtener mejores resultados,
ademas de la cantidad de antigeno y el tipo de adyuvante empleado, se debe evaluar
también la edad del ave en cada inmunizacion y la cantidad de refuerzos requeridos.

La respuesta inmune a las vacunas de inmundétopos individuales en aves SPF Leghorn se
midié a través de la reactogenicidad de sus sueros hacia dos estadios zoito asexuales de E.
tenella mediante ELISA indirecto. Nuestros resultados concuerdan con los hallazgos de
Constantinoiu et al. (2007), quienes analizaron 1 ug/pozo de cada antigeno en un ELISA
experimental y mostraron que las respuestas de anticuerpos contra ambos antigenos eran
bastante similares, lo que proporciona una fuerte evidencia de que ambas etapas del ciclo de
vida comparten muchos antigenos. Se observé que a los 21 dias de edad no hubo una
respuesta significativa de anticuerpos hacia ambos estadios asexuales zoitos de E. tenella
por parte de las aves de los grupos inmunizados con los inmunétopos individuales, del grupo
inmunizado con el fago M13 wt y del grupo control no inmunizado, atn cuando los pollitos no
inmunes de 3 dias de edad previamente mostraron un titulo alto de anticuerpos maternos
especificos a E. tenella. De acuerdo con Wallach (2010), la inmunidad pasiva de los pollitos
es un elemento importante a considerar en el desarrollo posterior de la inmunidad mediada
por células contra las diferentes especies de Eimeria. De hecho, a los 21 dias de edad, las
aves SPF Leghorn White inmunizadas con la vacuna experimental EtSz-IMS1313 mostraron
titulos de anticuerpos significativamente mucho mas altos que cualquier otro grupo

experimental. Aparentemente, los anticuerpos positivos detectados en los pollitos no
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inmunes no mostraron interferencia en el desarrollo de inmunidad contra el esporozoito de E.
tenella en el grupo vacunado experimentalmente, es notable también que las aves
inmunizadas con inmuno6topos no pudieron montar una respuesta humoral suficientemente
distinguible contra ambos ciclos de vida de E. tenella. Con respecto a los fagos 7 y 15, dado
gue ambos inmundtopos mostraron protecciéon parcial contra el desafio severo con E. tenella,
su incapacidad para exhibir un titulo sérico evidente seria simplemente por una razén de
cantidad. En ultima instancia, bajo una apreciacion académica, F.7 y F.15 son solo un
péptido recombinante mimotopo de un solo epitopo del esporozoito de E. tenella y de
acuerdo con Reid et al (2014) E. tenella puede expresar entre 6.000 y 7.000 proteinas a lo
largo de todo su ciclo de vida. De esta forma, es posible que, aunque ambos inmunétopos
son inmunodominantes y pudieran generar cierta cantidad de anticuerpos en las aves
después de solo dos inmunizaciones, estos anticuerpos no serian suficientes para mostrar
una sefial de absorbancia detectable, esto debido a que solo estarian reconociendo un
epitopo de la fase de Eimeria entre miles, por lo que las aves necesitarian ain mas refuerzos

de la vacuna aunada a la subsecuente maduracion por afinidad de los anticuerpos primarios.

Conclusion

- A medida que mejoran los métodos para el desarrollo de vacunas recombinantes de
Eimeria sp, también evolucionan las herramientas que utilizamos para descubrir nuevos
antigenos para su disefio.

- La inmunizacién de pollos con inmunotopos individuales de las bibliotecas Ph D 12 mer y
c7c link, en experimentos con un desafio severo (crowded dose) de E. tenella inducen
niveles de mayor proteccion parcial comparados al grupo de aves No Inmunizadas —
Desafiadas.

- Aln cuando los péptidos recombinantes fusionados a fagos mimétopos del esporozoito de
E. tenella utilizados como vacunas no fueron lo suficientemente potentes para lograr un
control eficaz de los signos clinicos y la presion debida a una infeccién severa con E. tenella,
el descubrimiento inesperado de nuevos antigenos de células-B renueva el interés en el uso
de la tecnologia de presentacion de fagos con péptidos sintéticos aleatorios para mapear
todas las etapas zoito inmunogénicas del ciclo de vida de E. tenella con el fin de identificar

nuevos candidatos a vacunas putativas anticoccidiales.
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4.10 Inmunoproteccién de aves SPF Leghorn White inmunizadas con inmundgenos
mixtos compuestos por los inmumotopos F.1, F.6 y F10" de la biblioteca de Ph D c7c,
F.11, F.15y F.18 de Ph D 12 mer, frente a un desafio patégeno con E. tenella

Eimeria tenella es una de las especies de Eimeria mas prevalentes que causa pérdidas
econdmicas significativas en todo el mundo (Blake et al., 2020a). Debido a su persistencia, el
desarrollo de nuevas estrategias con base a vacunas profilacticas para prevenir la infeccién y
disminuir la enfermedad se ha convertido en una alta prioridad (Juarez-Estrada et al.,
2021a). Recientemente, varios estudios han prestado atencién a las vacunas de ADN,
vectorizadas y subunitarias de proteinas recombinantes como una estrategia novedosa para
el control eficiente de la coccidiosis aviar (Tang et al., 2020; Zhao et al., 2020; Pastor-
Fernandez et al., 2020; Song et al., 2021). La investigacién actual sobre medidas
anticoccidiales esta dirigida a la blusqueda e identificacion de nuevos antigenos protectores
de Eimeria que podrian utilizarse para la produccion de vacunas recombinantes efectivas
(Zhang et al., 2015; Liu et al., 2017, 2020a; Huang et al., 2018; Song et al., 2020; Gao et al.
al., 2021). Por lo tanto, el enfoque en el uso de péptidos de Eimeria sp para disefiar vacunas
subunitarias especificas contra la coccidiosis aviar parece prometedor (Ma et al., 2019; Chen
et al.,, 2021). Adicionalmente, los péptidos muestran varios beneficios en comparacién con
otro tipo de antigenos, son de baja complejidad antigénica, no contienen componentes
adjuntos potencialmente dafiinos, presentan buena estabilidad y un bajo costo de produccién
(Gazarian et al., 2005; Costa et al., 2019; Torres-Abosta et al., 2020; Gonzalez-Mora et al,
2021). El escrutinio de bibliotecas de péptidos recombinatorios fusionados a fagos es una
metodologia sencilla que en los Ultimos afios ha llevado al descubrimiento de nuevos
péptidos, antigenos e inmundgenos con numerosas aplicaciones, incluidos mimotopos de
péptidos de epitopos inmunodominantes de diversos parasitos de tipo metazoario,
artropodos y protozoarios (Villa-Mancera et al., 2008; Prudencio et al., 2010; Ellis et al.,
2012; Gu et al., 2013; Costa et al., 2014; Chen et al., 2021; Gonzéalez-Mora et al, 2021).

El objetivo de este estudio fue analizar seis péptidos recombinantes fusionados a fagos que
fueron originalmente seleccionados en funcion de la capacidad de respuesta a su ligando
generado para reconocer antigenos de células B especificos del esporozoito de E. tenella
(Ph D), y encontrar de esta manera la mejor mezcla de inmunétopos que pudiera inducir
inmunidad protectora contra el desafio animal in vivo con E. tenella. Los resultados
mostraron que ambas vacunas F.c7c o F.12mer proporcionaron una proteccién inmunitaria
significativa contra la exposicion a E. tenella en comparacion con las aves inmunizadas solo

con el fago M13 irrelevante o el grupo no-inmunizado desafiado. La vacuna F.c7c
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proporciond mayor proteccién inmunoldgica con un IAC de 126 en comparacion a la vacuna
F.12 mer con un IAC de 120. Varios reportes previos han sugerido que los péptidos
restringidos (vacuna F.c7c) comparados con los péptidos lineales (vacuna F.12mer) forman
mejores mimotopos antigénicos e inmunogénicos (Adda et al., 2002; Gazarian, 2005; Pande
et al., 2010). Los datos obtenidos respaldan esta observacion, sin embargo, a pesar de la
minima diferencia del IAC exhibida entre ambas vacunas, es evidente que las dos
preparaciones lograron desarrollar una respuesta inmunoprotectora contra el desafio
experimental con E. tenella. Los resultados mostraron que la vacuna experimental EtSz-
IMS1313 proporciond mayor proteccion inmunoldgica (IAC = 146) con relacion a cualquiera
de las dos vacunas basadas en inmunoétopos mudltiples. Si bien el nivel de proteccion
inmunolégica alcanzado para las dos vacunas multi-inmunétopos (F.c7c y F.12mer) fue
menor en comparacion con la mostrada por la vacuna experimental EtSz-IMS1313, aun asi,
ambas vacunas multi-inmunétopos mostraron un valor de IAC no lejano al valor del IAC
mostrado por la vacuna experimental basada en esporozoitos completos. Es importante
destacar un hecho acerca de la protecciéon inmunitaria conferida por estos dos tipos de
vacunas basadas en mdltiples inmunétopos en comparacion con la proteccion otorgada por
la vacuna experimental EtSz-IMS1313. En una investigacion previa, este tipo de vacuna
basada en esporozoitos completos inactivados desarrolla respuestas inmunes especificas
contra una mayor cantidad de antigenos tipo B inmunodominantes (Juarez-Estrada, et al.,
2021a), no Unicamente contra seis de ellos como es el caso de las dos vacunas
inmunotdpicas mixtas evaluadas aqui. Aunque las dos vacunas basadas en inmunétopos
mixtos no pudieron generar un nivel de inmunoprotecciéon similar al mostrado por la vacuna
experimental EtSz-IMS1313, ambas vacunas multi- inmunotépicas si fueron capaces de
montar una respuesta inmunitaria especifica efectiva contra E. tenella. Por lo tanto, es claro
que cada fagotopo imita un epitopo del esporozoito de E. tenella que podria ser clave para la
inmunoproteccion contra este protozoario.

Durante el escrutinio gendmico proteina:proteina del identificador taxonémico (Tax ID) nam.

5802 de E. tenella del repositorio NCBI-Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov) se encontraron

multiples coincidencias de los fagotopos conformacionales F.1 y F.6 con médulos (c8c) del
factor similar de crecimiento epidermal (EGF-like) y trombospondina tipo 1 (TSP-1) de la
proteina micronemal 4 de E. tenella (EtMIC4). Esta proteina pertecece a la familia de
proteinas TRAP y contiene dominios adhesivos conservados en Eukariotas superiores que
incluyen los médulos tipo EGF-like y TSP-1 (Tomley et al., 2001; Morahan, 2009). Un

andlisis de maxima parsimonia y verosimilitud mostr6 que EtMIC4 comparte una alta
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homologia con la proteina EmTFP250 de Eimeria maxima y con TgMIC12, una proteina
predicha de las micronemas de Toxoplasma gondii (Periz et al., 2009). En la prueba de
potencia inmunolégica, ambos inmunétopos (F.1 y F.6) constituian las 2/3 partes de la
vacuna mixta basada en multi-epitopos que mostré la mejor proteccion contra la exposicién a
E. tenella. Por lo cual, esto indicaria que EtMIC4 es una proteina clave durante la adhesién e
invasion de los esporozoitos al enterocito, y ademas es altamente inmunogénica cuando se
utiliza como ligando un anticuerpo heterélogo para su reconocimiento (Talebi y Mulcahy,
1995; Réfega et al., 2003; Periz et al., 2009; Morahan, 2009). Aunque no existen estudios
previos que utilicen EtMIC4 como vacuna de proteina recombinante, vector subunitario o de
ADN (Lai et al., 2011; Huang et al., 2015, Zhang et al., 2017; Huang et al., 2018; Venkatas y
Adeleke, 2019; Song et al., 2021), se han evaluado varias proteinas recombinantes
relacionadas con EtMIC4 por sus caracteristicas de inmunogenicidad, sin embargo, todas
ellas han protegido unicamente de forma parcial (Du y Wang, 2005; Subramanian et al.,
2008; Shivaramaiah et al., 2010; Song et al., 2015; Zhao et al., 2021a). Se requieren mas
estudios que evallen el papel de EtMIC4 en la respuesta inmune especifica contra E.
tenella. Esta proteina debera considerarse bajo sus diferentes caracteristicas como vacuna
nativa, recombinante, de vectores activos y de ADN. El tercer péptido recombinante
conformacional fusionado a un fago (F.10") usado en la vacuna de multiples epitopos F.c7c
emparejé gendmicamente bien con la enzima Asparaginil-tRNA sintetasa, putativo de E.
tenella. A pesar de que algunas investigaciones han indicado que este tipo de proteinas
podrian estar involucradas en interacciones del heterocomplejo Hsp90 / p23 que participa en
el ciclo de propagacion Hsp70 / Hsp90 de algunos miembros de Apicomplexa (Echeverria et
al., 2010), no existen trabajos previos que hayan probado especificamente esta proteina en
ensayos de respuesta inmune anticoccidial ain cuanod HSP70 ha sido determinada como
inmunodominante previamente (Réfega et al., 2003; Liu et al, 2017). En una investigacion
previa utilizando un ensayo ELISA, el fagotopo F.10" mostr6 la mayor OD utilizando sueros
de conejo y pollos Leghorn SPF inmunizados con el esporozoito completo de E. tenella, lo
gue indica que este inmunotopo genera una reactogenicidad significativa particular contra
este péptido especifico. Goel et al (2019) sugirieron que la familia de enzimas aminoacil-
tRNA sintetasa presentes en varios parasitos pueden ser un objetivo apropiado para
impulsar nuevas medidas de control inmune. Recientemente, Liu et al (2020a) descubrieron
gue varias proteinas de la familia de enzimas internas de Eimeria sp., podrian ser candidatas
a vacunas anticoccidiales adecuadas ya que una cantidad significativa de ellas se

identificaron como antigenos protectivos comunes en diferentes especies de Eimeria. En el
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cribado gendmico, el fagotopo lineal F.18 mostr6 una coincidencia de alta cobertura con la
proteina putativa homologa cullin de E. tenella, proteina que recluta objetivos especificos
para la ubiquitina ligasa en un complejo de proteinas de mdultiples subunidades que es util
para la ubiquitinacién tanto en el parasito como en el huésped (Liu et al., 2017; Huang et al.,
2018; Zhang et al., 2015, 2020). En un ensayo ELISA previo, F.18 no mostré la magnitud de
respuesta inmune humoral contra E. tenella como la mostrada por el F.15, este ultimo
fagotopo mostré la mayor reactogenicidad con sueros de conejo y aves SPF Leghorn
inmunizados con el esporozoito de E. tenella. F.15 coincidié con la cadena beta dineina, el
brazo externo flagelar, una proteina putativa de E. tenella, esta proteina produce fuerza
hacia los extremos negativos de los microtubulos en la membrana interna del esporozoito
(Besteiro et al, 2011; Hammarton, 2019), la primera proteina ha sido ya identificada como
antigeno inmunodominante (Liu et al., 2017), y la Gltima es una proteina clave en la invasién
de Eimeria al enterocito (Zhang et al., 2015; Huang et al., 2018). El fagotopo 11 ocupo el
segundo lugar en reactogenicidad con sueros de conejo y aves SPF Leghorn inmunizados
contra el esporozoito de E. tenella, este inmundtopo concatend significativamente con una
proteina hipotética conservada de E. tenella. Hoy en dia, el genoma completo de E. tenella
ha sido ya secuenciado, pero mas del 70% de los genes se clasifican actualmente como de
funcién desconocida o se han anotado como proteinas hipotéticas conservadas de funcién
desconocida (Klotz et al.,, 2007; Novaes et al., 2012; Reid et al., 2014; Blake et al., 2015;
Zhao et al., 2021b). De hecho, pocos genes de este tipo se han estudiado para conocer su
funcién o propiedades inmunogénicas (Klotz et al., 2007; Zhai et al.,, 2016; Zhao et al.,
2021b). Recientemente, Zhai et al (2016) clonaron un gen de proteina hipotética conservada
de E. tenella, y en un ensayo de inmunogenicidad/desafio, la proteina recombinante obtuvo
un nivel significativo de proteccién, lo que sugiere gue esta proteina hipotética conservada
juega un papel importante en la invasion de los esporozoitos y podria ser candidato para el
desarrollo de una nueva vacuna contra E. tenella. De acuerdo con los resultados observados
por Zhai et al (2016) queda claro que existen varias proteinas hipotéticas conservadas de E.
tenella que necesitan ser estudiadas méas a fondo. Hasta la fecha, no existen estudios de
inmunidad previos que involucren a los péptidos especificos de Eimeria de los cuales son
mimo&topos los tres inmunétopos incluidos en la vacuna multi-epitopo F.12 mer. Hoy en dia,
la necesidad de lograr una mayor eficacia de las vacunas contra parasitos complejos como
Eimeria aviar se ha vuelto imperativa (Blake et al., 2021b). Se han propuesto dos enfoques
generales para lograrlo, en primer lugar, debe optimizarse la respuesta inmunitaria protectora

por parte del sistema inmunolégico del huésped y, en segundo lugar, se recomienda el uso
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de vacunas de multiples antigenos. De acuerdo con varios estudios sobre la proteccion de la
inmunidad contra Eimeria sp., se ha observado que la respuesta inmune del huésped es
excepcionalmente compleja en comparacion con la inmunidad desarrollada contra bacterias
o virus (Rose y Hesketh, 1979; Dalloul y Lillehoj, 2006; Abbas et al., 2012; Geinoro, 2019).
Por ejemplo, Cen et al (2013), al evaluar la inmunogenicidad e inmunoproteccion de
mimotopos inmunodominantes (Ph D 12mer) de la proteina de membrana externa U (OmpU)
de Vibrio mimicus, mostraron que Unicamente 4 clonas de fagos positivos (la mayoria con un
motivo central de consenso Unico) lograron obtener el 100% de efecto inmunoprotector frente
a una fuerte dosis de desafio. Por otra parte, se observo que un solo peptido recombinante
(12mer) mimétopo de un epitopo inmunodominante de catepsina L1 de Fasciola hepatica
usado como vacuna pudo inducir una proteccién inmunitaria significativa contra un desafio,
sin embargo, esta proteccién nunca alcanzo el 100%, ademas, en el mismo ensayo, 5 clonas
de fagos positivos utilizadas como vacuna mixta no mostraron ningun tipo de proteccién
(Villa-Mancera et al., 2008). Esto ultimo no es nuevo, ya que Piacenza et al (1999)
observaron que la vacunacion con dos proteinasas de catepsina L proporcionaban mayor
proteccién contra la fascioliasis en ovejas que utilizar ambas enzimas por separado, sin
embargo, al incluir leucina aminopeptidasa (LAP) en la vacuna la proteccion observada fue
mucho mas baja que la proporcionada cuando se inmunizé6 con LAP sola. En ofra
investigacion, Prudencio et al (2010) observaron que una “vacuna coctel” de multiples
inmundétopos contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus no fue eficaz en generar
respuestas de inmunidad eficiente, mientras que las vacunas de inmunétopos individuales si
lo hicieron lo que concuerda con lo observado mas recientemente por Gonzalez-Moran et al
(2021). En un analisis de resultados de vacunas contra Plasmodium en humanos, Richie
(2006) sefialé que habia resultado dificil identificar una proteccién aditiva o sinérgica contra
la malaria utilizando combinaciones de antigenos. La lista de resultados decepcionantes en
el uso de vacunas de antigenos multiples es tan grande o incluso mayor al uso de vacunas
de antigenos individuales. Esta breve lista de resultados negativos probablemente subestima
la situacion real, ya que es menos probable que se publiquen resultados negativos. Esto
sugiere que los casos en los que una mezcla de antigenos aumenta significativamente la
eficacia protectiva seran la excepcion y no la regla, sobre todo si, como parece probable, no
se informa o publican los ensayos fallidos o desalentadores. Esto se agudiza mas debido a
que por razones econdmicas y bioéticas, usualmente los antigenos experimentales se
estudian en forma mixta. Estos antigenos multiples o fragmentos antigénicos se han probado

en ensayos de vacunacion, pero en ausencia de una evaluacion simultdnea de los antigenos
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de manera individual, es imposible medir el beneficio de la mezcla. Es necesario realizar mas
pruebas para comprender mejor la respuesta inmune generada por mimotopos individuales y
mixtos. Los fagotopos mas inmunodominantes de las bibliotecas Ph D c7c o Ph D 12mer se
seleccionaron por separado en las dos vacunas basadas en mudltiples inmundétopos, se
necesitan mas estudios que mezclen fagotopos restringidos y no restringidos en una sola
vacuna. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio de tamizaje de Phage display
disefiado para generar una vacuna basada en inmunétopos que considera como ligandos
antisueros heterélogos generados contra una etapa asexual zoito de E. tenella. Por lo tanto,
para obtener una vacuna multi-epitopo mas amplia que contenga antigenos de todas las
etapas de desarrollo de Eimeria (esporozoitos, merozoitos, gametocitos y cigoto), se
requieren mas estudios tamizando bibliotecas aleatorias de Ph D con ligandos de antigenos
de células-B generados contra todas las etapas principales del ciclo de vida de E. tenella, las
cuales previamente ya han sido identificadas como inmunogénicas e inmunoprotectoras.

Por lo cual del presente estudio se desprenden dos hechos importantes, i) ain no se han
descubierto los epitopos clave suficientemente capaces de bloguear al 100% la replicacion
del parasito cuando se usan como inmundgenos individuales o en grupo, ii) la prospectiva de
que al superar el famoso “Catch 22)" y cuando estos epitopos hayan sido eficazmente
identificados tendran que ser probados tanto de forma individual como mixta, esto con la
finalidad de poder discernir si presentan efectos aditivos, sinérgicos o nulos.

Li et al (2008) mostraron que la proteina OmpU recombinante de V. mimicus administrada
como vacuna genera entre 60% y 73% de efecto protector en ratones y peces contra dosis
de desafio severos, mientras que el efecto inmunoprotector producido por Unicamente 4
inmunaotopos de la proteina OmpU de V. mimicus utilizados como vacuna era del 100% (Cen
et al.,, 2013), estos Ultimos autores afirman que aunque los mimotopos tienen solo una
pequefia secuencia inmunodominante de la proteina OmpU completa son mucho mas
efectivos en la inmunoproteccion especifica que utilizando la proteina OmpU recombinante
completa. Adicionalmente, se debe considerar que los fagos que sirven como portadores
macromoleculares potencian la inmunogenicidad e inmunoproteccion per se (Adda et al.,
2002; Gazarian et al., 2005; Pande et al.,, 2010), como es el caso de los péptidos
recombinantes mimotopos de la proteina OmpU antes referida (Cen et al., 2013). Se debe
considerar que la opcion del uso de mimotopos para la vacunacion contra coccidia es una
idea novedosa y viable con relacién al uso Unico de vacunas basadas en proteinas
recombinantes, las cuales por cierto han mostrado consistentemente una inconsistencia en

sus resultados inmunoprotectores (Kopko et al., 2000; Matthews et al., 2002; Witcombe et
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al., 2004; Belli et al., 2004; Ellis et al., 2012; Wiedmer et al., 2017; Yang et al., 2018; Zhao et
al., 2020). En un estudio donde se utilizaron mimotopos de R. microplus como vacunas,
Prudencio et al (2010) no observaron ningun efecto benéfico utilizando adyuvantes junto con
las vacunas basadas en fagotopos, incluso en algunos casos el adyuvante contribuyo a un
efecto negativo, en un estudio similar Gonzalez-Moran et al (2021) determino que los
fagotopos de R. microplus pueden funcionar muy bien sin el adyuvante. Por lo cual, en
estudios adicionales que involucren fagotopos como vacunas, se podria considerar evitar el
uso de adyuvantes. En cualquier caso, debe investigarse mas a fondo la probable
potenciacion de las respuestas inmunes hacia una vacuna basada en fagotopos mediante el
uso de adyuvantes apropiados.

Desde los primeros estudios de Rose (1967) hasta la fecha se ha llevado a cabo una gran
cantidad de investigaciones en todo el mundo para tratar de dilucidar el mecanismo
especifico de inmunidad protectora inducida con las infecciones de Eimeria. Después de una
ardua investigacion, se ha vislumbrado que la inmunidad celular es clave para la proteccion
contra las infecciones por Eimeria, mientras que la inmunidad humoral se consider6 en ese
tiempo que desempefiaba un papel secundario en el desarrollo de inmunidad activa contra la
infeccién. Sin embargo, diversas investigaciones recientes han mostrado que los antigenos
de clase B estan presentes en las siete especies de coccidias de aves, lo que indica que
esta clase de antigenos podrian contribuir a proteger a los pollos contra la coccidiosis aviar
(Crane et al., 1988; Talebi y Mulcahy, 1994, 2006; Wallach, 2010; Zimmermman et al., 2009;
Jun et al., 2012; Wiedmer et al., 2017). Actualmente, existe un consenso general acerca de
que las células B desempefian un papel complementario junto a la respuesta celular inmune-
mediada en la inmunidad protectora contra la infeccibn por Eimeria a través de un
mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (Wallach, 2010;
Gadde et al., 2015; Del Cacho et al., 2011, 2016; Wiedmer et al., 2017; Geinoro, 2019).
Todos los inmunétopos probados aqui se seleccionaron originalmente en funciéon de la
capacidad de respuesta de su ligando contra antigenos de células B especificos del
esporozoito de E. tenella. Por lo tanto, para desarrollar una respuesta inmune celular
completa exitosa, una vacuna de tercera generacion eficaz contra E. tenella debera contar
con suficiente cantidad de epitopos de células By T previamente seleccionados y validados.

A los 21 dias de edad, no se observé una respuesta de anticuerpos significativa hacia las
dos etapas zoito asexuales de E. tenella por parte de los grupos inmunizados con multi-
inmunotopos, el grupo M13 wt y el grupo control no-inmunizado desafiado, incluso cuando

las aves testigo de 3 dias de edad previamente habian mostrado un nivel alto de anticuerpos
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maternos especificos al parasito. Wallach (2010) comenta que la inmunidad pasiva
transmitida a las crias tiene un papel clave en la inmunoprotecciébn temprana a las
infecciones por Eimeria, incluso, Smith et al., (1994) previamente ya habian establecido que
existe una fuerte correlacion entre los anticuerpos maternos y el nivel de proteccién contra E.
tenella. Por lo cual debe considerarse este efecto de inmunidad pasiva materna heredada
sobre el desarrollo posterior de la respuesta inmune mediada por células después de la
inmunizacién. De hecho, a los 21 dias de edad, el Unico grupo que mostré titulos de
anticuerpos notablemente altos contra los antigenos de ambas etapas asexuales de E.
tenella fue el grupo previamente inmunizado con la vacuna experimental EtSz-IMS1313.
Aparentemente, los anticuerpos positivos detectados en aves pre-inmunes no muestran
interferencia en el desarrollo de inmunidad contra E. tenella en el grupo vacunado
experimentalmente, pero también es notable que todas las aves SPF Leghorn inmunizadas
con las dos vacunas de mdltiples inmunétopos no fueron capaces de montar una respuesta
humoral suficientemente detectable contra ambas etapas del ciclo de vida de E. tenella
durante el mismo periodo. Independientemente al nimero de inmunizaciones realizadas con
las vacunas evaluadas, en la prueba de ELISA la dinamica de las respuestas de los
anticuerpos contra las preparaciones de antigenos de esporozoitos y merozoitos fue similar,
lo que proporciona evidencia de que las dos etapas comparten una gran cantidad de
antigenos comunes (Tomley, 1994; Constantinoiu et al., 2007; Juarez-Estrada et al., 2021a).
Nuestros resultados concuerdan con los de Constantinoiu et al. (2007), quienes analizaron 1
Mg/pozo de cada etapa zoito del ciclo de vida asexual de E. tenella y mostraron que los
antisueros de aves inmunizadas criadas en jaulas y posteriormente reinmunizadas dos veces
reaccionaron un poco mAas con merozoitos que con esporozoitos. Esto Ultimo fue evidente
para todos los antisueros evaluados PD, incluso para el grupo M13 wt y el grupo control no-
inmunizado desafiado. De forma general, estudios previos han indicado que el desafio de las
aves con altas dosis aumenta significativamente los niveles de anticuerpos, como pudimos
comprobar al observar la respuesta humoral del grupo de la vacuna experimental, antes y
después del desafio. Mientras que las inmunizaciones iniciales con ambas vacunas basadas
en inmunétopos mdltiples mostraron poco o ningun efecto en la respuesta humoral a la
tercera semana de vida. La dinamica de las respuestas de anticuerpos contra esporozoitos y
merozoitos en ambos grupos de vacunas multiepitopo aumenté de manera significativa
después de la exposicion, pero inesperadamente ambas respuestas humorales fueron
menores a los niveles OD observados en los grupos de control no inmunizado- desafiado vy el

grupo inmunizado con el fago M13 wt. Esto podria deberse al periodo refractario del sistema
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inmunolégico que sigue a la estimulacién antigénica (Gilbert et al., 1988; Davidson et al.,
2008; Constantinoiu et al., 2008). Se ha observado que las aves vacunadas con ooquistes
vivos via oral aumentan significativamente sus niveles de Abs después de un desafio
experimental (Constantinoiu et al., 2008). Sin embargo, cuando se permite que los ooquistes
vacunales recirculen en la cama al menos por tres semanas después de un desafio, en esa
fecha no muestran ningun tipo de incremento humoral y los titulos bajan paulatinamente a un
nivel similar al de las aves control no desafiadas, sin embargo, un incremento significativo (1
semana PD) ocurre inmediatamente después de un segundo desafio, siempre y cuando
exista un periodo de al menos 3 semanas entre ambos eventos, después hay una meseta y
luego el titulo declina (Constantinoiu et al., 2008). Nuestro hallazgo entra en conflicto con
reportes anteriores, los cuales determinaron que los niveles de anticuerpos de las aves
inmunizadas no se afectan después del desafio (siempre y cuando se detectaran Abs
positivos previamente, a diferencia de lo observado en el presente estudio), y sugieren que
otros factores como el tipo de vacuna, permitir o no la recirculacién de ooquistes vacunales,
magnitud de la dosis de desafio y el grado de sensibilidad de los inmunoensayos podrian
estar involucrados en estos resultados (Gilbert et al., 1988; Smith et al., 1993: Constantinoiu
et al., 2008). Otra explicacion para los diferentes niveles de OD observados entre los grupos
inmunizados con multi- epitopos y los grupos control esta relacionada con la magnitud vy el
isotipo especifico de las inmunoglobulinas presentes durante una respuesta inmune clasica
primaria y secundaria. Por ejemplo, Smith et al (1993) en un ensayo de desafio con pollos
no-inmunes como fue el caso de los grupos control, mostraron que las concentraciones
séricas de IgM dirigidas contra el esporozoito aumentan significativamente 9 dias después
de la infeccién primaria con 1 x 10* ooquistes de E. tenella/ave. En contraste, los niveles de
IgY s6lo aumentaron ligeramente después de la infeccidon primaria, pero se produjeron
aumentos significativos de este isotipo después del desafio, 9 después de este, los niveles
de IgY especificos a Szs fueron mucho mas altos que los antisueros previos a la exposicion,
esto aunado al periodo refractario del sistema inmune podria explicar los titulos observados
aqui en los grupos inmunizados con las vacunas multi-inmunétopos. Por lo cual, es posible
discriminar entre pollos recién infectados con Eimeria (indicado por los altos niveles de IgM
anti-Eimeria) (factible para nuestros grupos control), pollos que han estado previamente
expuestos a Eimeria o sus componentes antigénicos (como lo indican los altos niveles de IgY
anti-Eimeria) (factible para nuestros grupos vacunados), y aves no inmunizadas-no
desafiadas. Hubo evidentes diferencias entre la inmunidad desarrollada en aves inmunizadas

con los fagotopos mixtos y la vacuna experimental de esporozoitos, ambas se reflejaron en
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su nivel de respuesta humoral antes y después de la exposicidn, y su respectivo IAC a los 7
dias PD. Curiosamente, la OD promedio mostrada por la vacuna F.c7c a los 9 dias PD fue
ligeramente superior a la OD mostrada por las aves inmunizadas con la vacuna F.12mer,
correlacionando aparentemente sus niveles de OD con sus respectivos IAC.

Los datos mostrados aqui y en un estudio previo (Juarez-Estrada et al., 2021a), sugieren que
las pruebas seroldgicas para determinar anticuerpos especificos a parasitos Apicomplexa
podrian ser una herramienta muy apropiada para monitorear el desarrollo de inmunidad
luego de una exposicion natural o después de una vacunacion.

Nuestros resultados destacan la importancia de descubrir los epitopos mas
inmunodominantes presentes en los esporozoitos de E. tenella a través de un sistema
inmune heterélogo (conejo). Los resultados sugieren que las diferentes etapas de un parasito
complejo se pueden cribar funcionalmente en busca de antigenos candidatos a vacuna en un
modelo ave-conejo para revelar nuevas clases de antigenos candidatos a vacuna que
pueden tener eficacia terapéutica en la especie huésped, en las manifestaciones de la
enfermedad y en las diferentes plataformas de administracion usadas. El descubrimiento de
nuevos antigenos a través de nuevos métodos ofrece un rumbo prometedor. Los datos
obtenidos muestran que los mimotopos seleccionados indujeron una respuesta inmune
positiva frente al desafio con E. tenella. Estos resultados son alentadores en términos de
desarrollo de vacunas sintéticas o basadas en Fagos (Fagémidos) debido a la relativa
simplicidad de la seleccién ejecutada y la corta longitud de los péptidos encontrados, sin
embargo, aun deben realizarse mas pruebas y valoraciones. Los antigenos identificados
podrian contribuir a descubrir nuevos candidatos para el desarrollo de una vacuna putativa

contra E. tenella.

Conclusion

- Las dos formulaciones mixtas de péptidos recombinantes fusionados a fagos dominantes
generan una respuesta inmune al imitar antigenos del esporozoito de E. tenella.

- Las dos vacunas basadas en inmunotopos se utilizaron en la vacunacion experimental de
pollitos SPF Leghorn, y ambas fueron capaces de generar inmunoproteccion especifica
contra la infeccion por E. tenella.

- Esta investigacion muestra una manera original para el desarrollo de vacunas subunitarias
contra la coccidiosis aviar y el descubrimiento de nuevos antigenos de células B.

- Los resultados proporcionan evidencia de que es posible elaborar una vacuna putativa para

la prevencion de la infeccidén con un parasito tan complejo como lo es Eimeria tenella.
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6.0 ANEXOS

6.1 ANEXO 1.- Protocolo de limpieza de los ooquistes de E. tenella

1.- Los oocistos provenientes de la esporulacion y suspendidos en Cr:K;O7 al 2.5% se
centrifugan a 2000 rpm 10" a 4°C, se descarta la porcion superior de Cr2K;0-.

2.- Se afade al pellet de ooquistes cloro (Cl) comercial al 6% (c.b.p. 40 mL en tubo FALCON
de 50 mL), se mezcla con vortex y se deja reposar la mezcla en hielo frappe de 20 a 30
minutos, la mezcla debe agitarse continuamente cada 5 minutos y se vuelve a colocar en
hielo. Después de 10 minutos el color de la mezcla de ooquistes y el Cl se debe volver
ligeramente de color verde.

3.- Los lavados varian de acuerdo con el tipo de Eimeria sp., de la cual se trate el
procedimiento, en el presente caso como se trata de E. tenella se sigue el protoloco
especifico para esta especie.

a) Al tener el cultivo con cloro se emplean tubos CLP™ de 50 mL (centrifuga), se transfiere el
cultivo clorado a este tipo de tubo afiadiendo una delgada capa de H.O destilada estéril
(aH20) en la parte superior (1 mL), se centrifuga a 2000 rpm 10" a 4°C con frenado lento del
rotor.

b) Los ooquistes formaran una capa blanquecina en la parte acuosa superior de la fraccion,
esta se debe transferir a un tubo limpio (De acuerdo a cuantos ooquistes se requieran, se
puede tomar toda la fraccién de la solucion con cloro, se debe notar, que la mayoria de los
ooquistes se encuentran en la parte superior de la fraccién acuosa).

4.- En tubos cénicos para centrifuga, los ooquistes con Cl se diluyen con H,O destilada
estéril (Diluir 1 vol de ooquistes clorados en cuatro volimenes de ¢H2O estéril).

5.- Los ooquistes se centrifugan a 2000 rpm 10" a 4°C, para formar el pellet con los
ooquistes esporulados.

6.- Los ooquistes del pellet se lavan varias veces en ¢H.O estéril hasta que el olor a cloro no
se percibe méas. Ayuda transferir el pellet de oocistos a tubos nuevos-limpios coénicos
después de los dos primeros lavados, después se puede continuar en los siguientes pasos
de lavado con los nuevos tubos.

7.- Los ooquistes desinfectados se suspenden en PBS 1X estéril, estos se pueden
almacenar a 4°C. Los ooquistes que ya pasaron por el proceso de cloracion se pueden
mantener viables hasta por una semana, un almacenaje prolongado mas alla de este lapso
puede comprometer la viabilidad de los ooquistes. *

*Es mejor no clorar los ooquistes si estos no se van a necesitar inmediatamente.
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6.2 ANEXO 2.- Protocolo de ruptura de los ooquistes de E. tenella para obtener
esporocistos

El protocolo original de agitacion y ruptura de ooquistes de Eimeria sp., para obtener
esporoblastos, provisto por el Dr. John R. Barta al MVZ MC Marco A. Juarez Estrada
contempla originalmente la utilizaciéon de 50 x 10° ooquistes esporulados en volimenes
parciales con 0.9 mL de PBS 1X que se agregan a un vial especial con 3.33 g de perlas de
vidrio de 250 ym ©, vial disefiado para el desintegrador Mickle (Brinkman Intruments,
Westbury, NY. USA), protocolo en el cual se recomienda aplicar tiempos de ruptura de 8-15
segundos, después del cual se verifica el porcentaje de rompimiento y si faltan ooquistes por
romper, se puede prolongar el proceso hasta un minuto.

Ante la carencia del aparato desintegrador y los viales especiales recomendados en este
protocolo, después de pruebas preliminares y con base a los resultados de Cha et al (2014)
y You (2014), se decidié ajustar a 1200 puL de PBS 1X el pellet con 2.0 x 107 ooquistes
esporulados, los cuales regularmente se colocaban en un tubo de 1.8 mL con 0.9 g de perlas
de vidrio de 1 mm ©, el pellet de ooquistes se mezcl6 con el PBS 1X y las perlas de vidrio
manteniendo el cultivo tan grueso como era posible (pero no tan grueso), se observé que el
cultivo mantenido en forma gruesa se rompia mejor, la mezcla se agité en el vortex a 2000
rpm durante un periodo de 1:10 a 1:20, no mas, después de este procedimiento las perlas se
lavan con PBS 1X (pH 7.4) varias veces con la finalidad de recolectar los esporocistos
liberados (cada ooquiste rinde 4 esporocistos) en un volumen aproximado de 10 mL. Se
observa una muestra de los ooquistes en el microscopio, si hay muchos esporoblastos,
pocos ooquistes completos y casi ningln esporozoito, €s una maniobra apropiada, si ocurre
otra situaciéon (Muchos ooquistes completos o la presencia de muchos esporozoitos libres) se
tiene que investigar que sucedié y resolver el problema. Se toma el vial de los esporoblastos
y se recupera el pellet, de acuerdo con Dulski y Turner (1988) hasta este paso debera haber
al menos 4.08 x 107 de esporoblastos (51% de recuperacion).

Los esporocistos se pueden colar a través de una pantalla de malla apropiada de Nitex con
la finalidad de remover los ooquistes no rotos y los cascarones de los que si se rompieron.
Los esporocistos se colectaron en un vaso de precipitado sobre hielo frappe.

Centrifugar los esporocistos para obtener el pellet a 2,000 rpm (Puede ser a 2,500 rpm) 4°C
por 10 minutos (IEC) (Se puede afiadir al pellet medio para congelamiento, ponerlo a -70°C
por un periodo de 24 horas, después de esto los viales se pueden colocar en nitrégeno
liquido N2). Los esporocistos se suspenden en tubos Falcon de 50 mL con 15-25 mL de PBS

1X (pH7.4) y se almacenan a 4°C.

300



Tamano de la malla Nitex de acuerdo a la especie de Eimeria de donde se obtendran

los esporocistos

Especie Tamafio de la malla

Esporocistos de E. tenella 10 um
Esporocistos de E. necatrix
Esporocistos de E. acervulina

Esporocistos de E. maxima/E. brunetti 15 um

Esporocistos de E. maxima 6 um

Después de efectuar este procedimiento en por lo menos 10 pruebas preliminares, se
determiné que la purificacién de esporoblastos efectuado de esta manera producia una gran
merma del material biolégico los esporoblastos obtenidos se sujetaron a un proceso de
purificacién por medio de un gradiente continuo de Percoll al 50% (Se abandono la practica
del filtrado, debido a que no se obtuvo buena cantidad de esporoblastos, es posible que
afinando la técnica esta sea apropiada, pero lo que se ha visto es que muchos esporoblastos
se retienen y pasa mucha basura e incluso ooquistes completos a través del filtro adquirido
en México [filtro BHP de 10 um, Tlalnepantla de Baz, Edo. de México]), hasta aqui, después
de lavar el pellet obtenido con el Percoll isotonico al 50%, de acuerdo a Dulski y Turner
(1988), se deben obtener 3.52 x 10’ de esporoblastos (44% de recuperacion). Los
esporoblastos después de contarlos y aforarlos con PBS 1X se pueden guardar en
refrigerador, a 4°C (méximo 24 hrs) o bien se sujetan inmediatamente al siguiente proceso
gue consiste en el desenquistamiento quimico de los esporozoitos.

La purificacion de los esporoblastos se realiz6 subsecuentemente utilizando gradientes de
Percoll al 50%, técnica utilizada para la obtencion de esporoblastos puros que se emplearon
para obtener los esporozoitos requeridos para las pruebas planteadas en el presente

estudio.

6.3 ANEXO 3.- Protocolo para la obtencién y purificacién de los esporozoitos de E.
tenella

La liberacién de los esporozoitos a partir de los esporoblastos purificados previamente se
efectia centrifugando el contenido de esporocistos a 2,500 rpm 10" a 4°C, el pellet se
resuspende con aproximadamente 100 mL de fluido de desenquistamiento, el cual se

preparara de la siguiente manera:
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Reactivo Cantidad
Acido taurocolico (De bilis de buey) 0.75%
Tripsina (Tipo II-S de pancreas porcino) 0.25%
PBS 1 X (pH 7.4) estéril Cuanto sea necesario

Nota: El pH final del fluido de desenquistamiento se debera ajustar a pH 7.4 utilizando NaOH o HCL a
25°C.

Los esporocistos resuspendidos en los 100 mL del fluido se agregan en una proporcion de
50 x 10° esporocistos/100 mL de fluido de desenquistamiento. El desenquistamiento se
efectlia a 42°C en un bafio-maria con agitador a 200 rpm. Los tiempos de desenquistamiento

varian de acuerdo a la especie de Eimeria involucrada:

Especie Tiempo de desenquistamiento
E. acervulina 15 minutos
E. brunetti 90 minutos a 2 horas
E. maxima 45 minutos a 90 minutos
E. mitis 30 minutos a 45 minutos
E. necatrix 45 minutos a 90 minutos
E. tenella 90 minutos a 2 horas 30 minutos

MicroscOpicamente se debe confirmar que el 80 al 90% de los esporozoitos han sido
desenquistados. La reaccién se detiene al afadir inhibidor de tripsina de soya en una
concentracion equivalente a la actividad de la tripsina utilizada. Para concentrar los
esporozoitos el fluido ya inactivado se centrifuga a 2,500 rpm 10" a 4°C. El pellet se
resuspende en un pequefio volumen de PBS 1 X (pH 7.4) estéril.

Se lava tres ocasiones con PBS 1 X (pH 7.4) estéril, antes de efectuar el dltimo lavado,
debera tomarse una muestra para contabilizar con el hemocitbmetro de Neubauer los
esporozoitos obtenidos. **

El porcentaje de recuperacién de acuerdo con Dulski y Turner (1988) en la cuantificacién de
esporozoitos deberd ser del 40% a partir del conteo original de los ooquistes sujetos a
ruptura.

Posteriormente de acuerdo con Dulski y Turner (1988) los esporozoitos obtenidos se
someten a un proceso de purificacion por medio de un gradiente continuo de Percoll

isotonico al 60% al terminar este procedimiento el Percoll se elimina por medio de 4
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centrifugaciones, El porcentaje de recuperacion de esporozoitos ya purificados deberd ser

del 39% a partir del conteo original de los ooquistes.

La purificacién de los esporozoitos también se puede efectuar a través de una columna de
dietil- amino- etil celulosa (DEAE 52) (opcion descartada debido a que este producto esta
descontinuado en México). Posteriormente el pellet obtenido se suspende en PBS 1X +
inhibidor de proteasas (Roche®) y se congela a -20°C (opcién recomendada para la
obtencion de antigenos solubles). Otra opcién para conservar los esporozoitos integros que
se utilizaran en los programas de inmunizacibn es agregar medio de congelacion vy
gradualmente congelarlos en un periodo de 24 horas hasta -70°C.

** Como contar: Niamero de esporozoitos o esporocistos (En 10 cuadros de ambas celdas) x
1000 x factor dilucion/mL

6.4 ANEXO 4.- Andlisis de puntos criticos de control durante el proceso de obtencion
de los antigenos solubles provenientes de esporozoitos de E. tenella

1.- Efectuar el procesamiento por etapas, no retardar mas de 72 horas, desde el inicio de
esterilizacion de los ooquistes hasta la obtencion de los esporozoitos.

2.- Estandarizar el proceso de acuerdo a las condiciones y equipo disponible en el
laboratorio, la cantidad y proporciéon de ooquistes-perlas de vidrio en el proceso de ruptura es
importante.

3.- Verificar exactamente las condiciones de obtencion de los ooquistes, su nimero y
volumen, el tiempo requerido y las r.p.m. exactas del vortex para la ruptura de los ooquistes,
ligeros desvios provocan grandes pérdidas.

4.- Efectuar una recuperacion de ooquistes no rotos, para un re-proceso de ruptura previo a
su separacion por Percoll al 50% con flotaciones de sucrosa al 1 M.

5.- Estandarizar la proporcion soluto:solvente, tiempo, temperatura y r.p.m. de agitacion para
la digestion quimica de los esporoblastos (cualquier desvio de los parametros genera
grandes pérdidas del material biol6gico).

6.- Optimizar el método de obtencién de antigenos solubles a partir de los esporozoitos por

medio de congelacion- descongelacion, sonicacion o a través de buffer de lisis.

303



6.5 Anexo 5. Purificacion de IgGs de conejo versus esporozoitos de E. tenella por
medio de cromatografia de afinidad (Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow, GE HLS)

Este protocolo es una adaptacion a las condiciones del laboratorio de Genética Molecular de
la F.M.V.Z.- U.N.A.M a partir del protocolo original (GE HLS). La proteina G sepharosa 4 de
flujo rapido (FF) es una proteina G recombinante que esta unida a la sepharosa 4 FF por
medio del método de inmovilizaciéon de ligandos que contienen aminas primarias a través de
la activacion que utiliza Cianégeno de Bromuro (CNBr).

La proteina G se une a la region Fc de la IgG de una amplia variedad de especies de
mamiferos entre ellos el conejo. La proteina G sefarosa 4 FF se puede utilizar para aislar y
purificar diferentes clases y subclases, o fragmentos de inmunoglobulinas de cualquier tipo
de fluido biolégico o medios de cultivo celular. Debido a que en la union a la matriz de
sefarosa solo estd implicada la region Fc, la region Fab de la inmunoglobulina fijada a la
proteina G se encuentra disponible para la union al antigeno. Por lo cual la proteina G
sefarosa 4 FF es extremadamente Util para el aislamiento de complejos inmunes. Las
aplicaciones potenciales para la proteina G incluyen practicamente todas las aplicaciones
propuestas y probadas para la proteina A. Sin embargo, la proteina G y la proteina A, tienen
diferentes sitios de union a las IgGs, y distintas especificidades de acuerdo al origen de las
19Gs.

Comparada a la proteina A, la proteina G se une de manera mas fuerte a IgGs de tipo
policlonal, por ejemplo, de vacas, ovejas y caballos. Adicionalmente a diferencia de la
proteina A, la proteina G se une policlonalmente a la IgG de la rata, el Koala, la Llama; a la
IgG3 humana y a la IgG1 del raton. Si bien la proteina A se une fuertemente a las IgGs del
conejo (++++), su union a la proteina G es también altamente aceptable (+++).

La proteina recombinante G, Mr 17,000, de GE Healthcare se produce en E. coli y contiene
dos regiones de unién a la IgG. En este producto recombinante se ha delectado
genéticamente la region de unién a la albimina que tiene la proteina G nativa, esto, con la
finalidad de evitar interferencias indeseables con la albumina presente en las muestras. El
punto isoelétrico de la proteina G es 4.1, y muestra una estabilidad de pH entre 2 y 10.

El proceso de purificacién por separacion en la cromatografia de afinidad depende del
fendmeno de adsorcion reversible de las biomoléculas de interés a través de una interaccion

bioespecifica con un ligando fijado previamente en una matriz semipermeable.
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Principios béasicos de la cromatografia de afinidad

La mayor parte de los procesos de cromatografia de afinidad se desarrollan en cuatro etapas
principales:

(1) Equilibrio, (2) Aplicacion de la muestra y lavado, (3) Elucién y lavado, (4) Regeneracién y

estabilidad de la columna.

1.- Preparacion previa de la proteina G sepharosa 4 Fast Flow para el medio de
cromatografia

La proteina G sefarosa 4 de flujo rdpido (1 mL), se suministra comercialmente embebida y
expandida en 20% de etanol. La suspension de proteina G sefarosa 4 de flujo rapido
utilizada para armar la columna de purificacion se debe preparar decantando la solucién de
etanol al 20% y reemplazandola con el buffer de unién en una proporcion de 75% del medio
de sefarosa y 25% del buffer.

El buffer de union no deberda contener ningin tipo de agente que pueda incrementar
significativamente la viscosidad. La columna puede equilibrarse con un buffer méas viscoso a
una tasa de flujo lento Gnicamente después de que el proceso de empaquetamiento se ha
completado.

El primer paso del procedimiento después del empacamiento de la proteina G sefarosa 4 de
flujo rapido es equilibrar la fase estacionaria del gel o la matriz a las condiciones de inicio de
operacién requeridas.

2.- Empaguetamiento de la proteina G sepharosa 4 de Flujo Rapido

1.- Todo el material se equilibra a la temperatura a la cual la cromatografia se va a realizar
(25°C)

2.- El medio utilizado para la mezcla de empacamiento con la sefarosa 4 se debe
desgasificar previamente (buffer de unién).

3.- Se selecciona una columna con capacidad de 2.5 mL de empaquetamiento de la mezcla
de sefarosa (1.3 cm diametro) con una altura total de la columna de al menos 10-15 cm (esto
asegura una buena tasa de filtrado cuando se utiliza para el flujo solo la fuerza de la
gravedad), la columna se fija a un soporte universal, se debe asegurar que el eje longitudinal
de la columna se encuentre exactamente en posicion vertical en un angulo de 90° con
relacion al plano horizontal, el ingreso del buffer y del medio es por la parte superior y la
extraccion o salida se encuentra en la parte inferior.

4.- El aire de los espacios muertos de la columna se elimina perfundiendo el fondo de la

columna con buffer de unién. Antes de la aplicacién de la muestra debe asegurarse que no
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quede atrapado aire bajo la redecilla de filtrado de la columna (préxima al pivote de salida,
tela organza o lana de nylon). La salida de la columna se debe cerrar dejando unos
centimetros remanentes de buffer de union dentro de la columna.
5.- La suspension de la sefarosa 4B con proteina G y buffer de unién se vacia dentro de la
columna en una sola operacion de forma continua. Con la finalidad de minimizar la
posibilidad de introducir burbujas de aire se debe vaciar la suspension colocando el borde de
la boca del frasco de vidrio contra la pared interna de la columna.
6.- Inmediatamente después de llenar la columna con la suspension se debe llenar el resto
con el buffer de union.
7.- Si el equipo de empaquetamiento de la columna no incluye un medidor de presién, se
debe utilizar una tasa de flujo de empaquetamiento de al menos 400 cm/h (15 cm de altura
de la capa, 25°C, buffer de baja viscosidad). Si la presion recomendada (la sefarosa 4 B fast
flow se empaqueta a una presion constante que no exceda 1 bar (0.1 MPa en columnas de
tipo XK) o la tasa de flujo no se logra obtener, se debera usar la maxima tasa de flujo que
una bomba o el llenado completo de la columna (gravity flow) pueda lograr. Esto debera dar
un gel razonablemente bien empaquetado.

Nota: Es importante que en los procedimientos de purificacion subsecuentes no se

exceda el 75% de la tasa del flujo de empaquetamiento del gel.
8.- Después que se alcanza una altura contante de la capa del gel, se debe mantener una
tasa de flujo que mantenga al menos 3 volimenes de la capa del gel por arriba de la linea
superior de este.
9.- Se abre la columna por la parte del pivote de salida y se inicia el flujo del buffer de union.
Se pasa el buffer a través de la columna a una tasa de flujo de empaquetamiento hasta que
el medio de la capa de gel se observa estable (no vaciar nunca abruptamente el buffer o la
muestra sobre la capa de la columna, ya que esto altera el nivel superior del
empaquetamiento y por lo tanto la funcionalidad del sistema, el vertido debe hacerse con
cuidado y de preferencia pegado a la pared interna de la columna). La columna ya
empacada y equilibrada, se encuentra lista para su uso.
3.- Unién
En la aplicacién de la muestra y el lavado de la columna; el objetivo primordial es que las
IgGs se unan a la proteina G, después de esto, por el efecto de arrastre del lavado se debe
retirar todo el material que no se une a la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido. Las bio-
moléculas que no se unen pasan a través del flujo hacia la salida de la columna durante el

lavado con el buffer de union. Las IgGs de muchas especies se unen a la proteina G
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sefarosa 4 de flujo rapido a un pH neutro y fuerza idnica fisioldgica. Como metodologia
general se recomienda un buffer de unién de 20 mM de fosfato de sodio a un pH de 7.0 (el
cual previo a su uso debe ser desgasificado y filtrado a través de filtro Millipore® de 0.45
pm). La capacidad de unién de la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido depende del origen
particular de cada inmunoglobulina.

La muestra se prepara previamente diluyendo en este caso 2.5 mL (en la presente operacion
se determinaron 44 mg de proteina sérica total aproximada por mL de suero utilizado) de una
mezcla de suero hiperinmune de 2 conejos (1.25 mL c/uno, 110 mg totales de proteina sérica
aproximada) en 2.5 mL de 40 mM fosfato de sodio a un pH de 7.0, el volumen de muestra se
filtr6 a 0.45 mM (MF-Millipore™). Se deja vaciar un tanto la columna sin que esta llegue
jamas a un nivel de riesgo de secado (siempre deben conservarse 2-3 volumenes de buffer
por arriba del menisco del gel empaquetado). Se debe recolectar la muestra por la salida,
cerrar el pivote de esta y nuevamente verter la misma muestra a la columna por tres

ocasiones previo al lavado de esta.

Tabla 1. Capacidad total de I1gG de la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido para diferentes

especies, bajo condiciones definidas! (Trabajo de GE Healthcare)

Especies Capacidad total de IgG
(mg/mL del medio drenado)

Humano 17
Rata 7
Conejo 19
Oveja 18
Cabra 19
Cuyo 17
Vaca 23
Rat6n? 6

1 La capacidad total se determiné con 1 mL de medio drenado empacado en una columna de 1 x 10
cm a unatasa de flujo lineal aproximada de 11 cm/h. Se aplicaron aproximadamente 40 mg de IgG. El
buffer de unién utilizado fue 20 mM de fosfato de sodio a un pH de 7.0 y el buffer de elusién empleado
fue 0.1 M glicina-HCl a un pH de 2.7

2 Valores extrapolados de un experimento llevado a cabo a una escala de 1/5th

Nota: Los valores de union listados antes son especificos para las especies referidas. Sin

embargo, pueden existir amplias desviaciones en la capacidad de union para diferentes
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inmunoglobulinas derivadas de las mismas especies, incluso si estas son de la misma

subclase.

4. Lavado

Después de pasar la muestra por la columna en tres ocasiones, esta se lava con 5-10
volimenes utilizando buffer de unién. En la fraccion de lavado estan contenidas las proteinas
no absorbidas o las unidas de forma inespecifica, dicha fracciébn se encuentra enriquecida
principalmente con albumina. Se recolectan suficientes fracciones de 1.5 mL c/una, las
cuales se analizan por medio de espectrofotometria a 280 nm (Epoch Microplate
Spectrophotometer®), el objetivo es determinar la ultima fraccion del lavado que indique un
contenido de proteinas con una lectura cercana o igual a cero, lo cual indicard que se
efectlo un lavado eficiente de la columna y por lo cual ésta se encuentra lista para efectuar
el proceso de elusién. En el procedimiento efectuado se recolectaron 8 fracciones de 1.5 mL
cada una, las cuales mostraron diferentes lecturas espectrofotométricas, adicionalmente, se
efectuo el analisis electroforético de al menos 4 fracciones.

5.- Elusién

En este paso, las bio- moléculas se liberan del ligando bio- especifico (Proteina G sefarosa 4
de flujo rapido) dentro del buffer de elucién debido al cambio de composicién del mismo.
Para eluir las 1gGs de la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido es necesario bajar el pH cerca
de 3-0 a 2.5, lo cual depende de la IgG a purificar.

Como metodologia general se recomienda el uso de buffer de elusién 0.1 M glicina-HCI a un
pH de 2.7 (el cual previo a su uso debe ser desgasificado y filtrado a 0.45 pym [MF-
Millipore ™).

Como medida de seguridad para preservar la actividad biol6gica de las IgGs mismas que
son labiles a condiciones acidas, se recomienda recibir al eluido con 60 a 200 yL de 1 M
Tris-HCl a un pH de 9.0/ mL con la finalidad de neutralizar las fracciones ya eluidas.

Con base a pruebas preliminares se determind que con 50 pyL de 1 M Tris-HCI a un pH de
9.0 / mL se logro neutralizar eficientemente el buffer de eluido alcanzando un pH de 7.0. Por
lo cual durante el procedimiento de aplicacion del buffer de eluido en el cual se utilizaron 5
volumenes del mismo (5 mL), se recibieron 5 fracciones de 1 mL aproximadamente, cada
una se recibié con 50 pyL de 1 M Tris-HCI a un pH de 9.0/mL, cada fraccién obtenida se
verificé por espectrofotometria a 280 nm.

Si bien se recomienda en forma general una tasa de flujo de 1 mL/minuto, se ha observado

gue con una tasa de 0.8 mL/minuto se obtiene mayor cantidad de inmunoglobulinas con un
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alto grado de pureza. Bajo las condiciones en que se monté la columna del presente reporte
se observo una tasa de flujo de 0.750 mL/minuto (Determinada in situ por la MSc Angélica
Lizeth Toiber Estrella, ayudante honorifica asignada).

6.- Regeneracion

Después de la elusion, la columna de la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido debe ser
lavada inmediatamente con 2 a 3 volumenes del buffer de elusién seguido de una re-
equilibracién con 2 a 3 volumenes del buffer de unién. Lo cual se efectto puntualmente
durante el procedimiento de purificacion efectuado.

7.- Sanitizacion

La sanitizacion reduce la contaminacién microbiana del medio de cromatografia a un nivel
minimo. Después de re- equilibrar la columna con el buffer de union, se abri6 el pivote de
salida y se llené la columna con etanol al 20%, se cerr0 la parte superior de la columna y se
agito gentilmente hasta solubilizar por completo la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido,
después se vertié cuidadosamente en el frasco de origen, se agregé mas etanol al 20% a la
columna vacia y se agito para resuspender el resto de proteina G sefarosa 4 de flujo rapido
que pudiera quedar, después se verti6 al frasco con la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido,
se dej6é reposar hasta que la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido se asentd en el fondo,
después con una pipeta se retir6 el exceso de etanol al 20% dejando solamente un 25% de
este con relacion al 75% del volumen de la proteina G sefarosa 4 de flujo rapido, se cerrd
herméticamente el frasco y éste se colocd dentro de un desecador, el cual se almaceno a
4°C.

ABSORCION unién Regenerado

Empaquetado ) KElusién
J\

g

>

Tiempo /Volumen

Gréfica 1. Ejemplificacion de la cromatografia de afinidad utilizando la Proteina G
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Se recomienda realizar dialisis debido a que las IgGs quedan suspendidas en un buffer de
elusion &cido (pH 2.7), el cual, aunque fue neutralizado (buffer pH 9.0) a pH 7.0, este medio
de suspension puede contener aun actividad residual nociva para las IgGs, se recomienda

dializar contra PBS.

Es recomendable realizar un estudio electroforético utilizando un gel SDS-PAGE al 12%, con
la finalidad de verificar la eficiencia de la purificacién de las inmunoglobulinas obtenidas (tres
fracciones ajustada cada una de ellas a 30 pg/pozo), y una mezcla de las tres fracciones
efectuada a partes iguales (pool de 30 pg/pozo). En la misma corrida electroforética
efectuada bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS y [(B-mercaptoetanol) se
deben incluir los perfiles de electroforesis de al menos 4 fracciones de lavado obtenidas
progresivamente. Posteriormente se puede efectuar una prueba de inmunobloting directo,
para lo cual, un gel espejo de la corrida electroforética en SDS-PAGE al 12% se transfiere a
una membrana de PVDF y esta se incuba con IgG de cabra anti-lgG de conejo marcada
enzimaticamente (dilucién 1:1,500), la unién antigeno- anticuerpo se revela a través del
sistema DAB- UREA.

La caracterizacién de la reactividad inmunolégica de las IgGs purificadas se efectla por

medio de una prueba de ELISA indirecta de acuerdo con un protocolo estandar como el

descrito previamente en el presente estudio (subcapitulo 2.4.7).
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