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RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad zoonotica, de origen bacteriano y es endémica en
la mayor parte del mundo, incluido México. El diagnostico oportuno es una
herramienta importante para el control y erradicacion de la enfermedad el cual
requiere de antigenos adecuados, sin embargo, las pruebas utilizadas actualmente
presentan limitaciones en cuanto a sensibilidad, especificidad, costos y tiempo
requerido para la produccién de antigenos. Una alternativa para eliminar estos
problemas es la identificacién de epitopos por medio de la técnica de despliegue en
fagos, que permite la seleccion de péptidos especificos contra un blanco
determinado; enfrentando anticuerpos con bibliotecas de bacteridfagos

comerciales, este proceso es conocido como bioseleccion.

Con el objetivo de identificar péptidos especificos de Brucella melitensis, que sean
de utilidad en el diagnostico seroldgico, se llevo a cabo la bioseleccion utilizando
dos bibliotecas comerciales de fagos: Ph.D.-12 y Ph.D.- C7C (New England Biolabs)
y sueros positivos a B. melitensis; previo al proceso de bioseleccion el suero
utilizado con la biblioteca C7C se adsorbié contra 4 microorganismos: Escherichia

coli, Salmonella Dublin, Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica.

Ambas bibliotecas se confrontaron a 5 o 4 rondas de bioseleccion, al término de
cada ronda las clonas elegidas se amplificaron y titularon usando E. coli TGl y
posteriormente se llevd a cabo la identificacion de clonas reactivas por medio de
ELISA, usando un suero control positivo y negativo a B. melitensis. Se obtuvieron
en total 26 clonas reactivas, que mostraron diferencias significativas en
comparacion a un suero negativo. Todas las clonas se secuenciaron y analizaron,
la mayoria muestran homologias con proteinas que intervienen en el metabolismo

bacteriano.

Para eliminar posibles reacciones cruzadas con Salmonella Dublin y Yersinia
enterocolitica O:9, se llevaron a cabo ELISAs utilizando las clonas como antigeno

de captura y sueros hiperinmunes de ratas; se logro identificar 6 clonas que no



reaccionan con sueros hiperinmunes de Salmonella Dublin, las clonas 6, 7 y 19 de
la biblioteca Ph.D. -12 y las clonas 13 y 14 de la biblioteca Ph.D.-C7C.

Los resultados obtenidos indican que las clonas identificadas por medio de
despliegue en fagos, pueden diferenciar entre animales seropositivos vy
seronegativos a la enfermedad y, por lo tanto, son de utilidad en el diagnostico

serologico.

Palabras clave: despliegue en fagos, Brucella melitensis, diagnéstico, ELISA,

reacciones cruzadas, brucelosis.



ABSTRACT

Brucellosis is a zoonotic disease of bacterial origin and is endemic in most of the
world, including Mexico. A timely diagnosis is an important tool for the control and
eradication of the disease which requires adequate antigens, however, the tests
currently used have limitations in terms of sensitivity, specificity, costs, and time
required for the production of antigens. An alternative to eliminate these problems is
the identification of epitopes employing the phage display technique, which allows
the selection of specific peptides against a given target; by pitting antibodies against

commercial bacteriophage libraries, this process is known as bioscreening.

To identify specific peptides of Brucella melitensis that are useful in serological
diagnosis, bioscreening was carried out using two commercial phage libraries:
Ph.D.-12 and Ph.D.-C7C (New England Biolabs) and sera positive for B. melitensis;
Before the bioselection process, the serum used with the C7C library was adsorbed
against 4 microorganisms: Escherichia coli, Salmonella Dublin, Pasteurella

multocida and Mannheimia haemolytica.

Both libraries were confronted with 5 or 4 rounds of bioselection, at the end of each
round, the chosen clones were amplified and titrated using E. coli TG1, and later the
identification of reactive clones was carried out using ELISA, using a positive control
serum. and negative for B. melitensis. A total of 26 reactive clones were obtained,
which showed significant differences compared to a negative serum. All clones were
sequenced and analyzed, most show homologies to proteins involved in bacterial
metabolism. To eliminate possible cross-reactions with Salmonella Dublin and
Yersinia enterocolitica O:9, ELISAs were carried out using the clones as capture
antigen and hyperimmune sera from rats; it was possible to identify 6 clones that do
not react with Salmonella Dublin hyperimmune sera, clones 6, 7 and 19 of the Ph.D.
-12 and clones 13 and 14 of the library Ph.D.-C7C. The results indicate that clones

identified using phage display can differentiate between seropositive and



seronegative animals for the disease and, therefore, are useful in serological

diagnosis.

Keywords: Phage display, Brucella melitensis, diagnosis, ELISA, cross-reactions.
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1. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa y zoondtica, causada
principalmente por 4 especies de Brucella. Esta enfermedad es transmitida por
diversas especies animales y se transmite a los seres humanos a partir de
secreciones y derivados alimenticios de animales infectados, y tiene fuertes

repercusiones socioeconomicas (Franyuti, 2020).

La principal causa de la brucelosis caprina se debe ala especie Brucella melitensis,
esta enfermedad esta distribuida a lo largo de todo el mundo y en México se
considera endémica (Hernandez et al., 2016). En el reporte emitido en febrero del
2022, por el Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA), solo dos estados, Baja California Sur y Sonora, se encuentran libres
de la enfermedad, el resto del territorio nacional se encuentra en fase de
erradicacion o control (SENASICA, 2022).

En Meéxico existe la Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZO0-1995: campafa
nacional contra la brucelosis en los animales; en este documento se indica que los
animales reactores, es decir, los que han tenido un resultado positivo a una 0 mas
pruebas diagnosticas deben ser sacrificados, por lo tanto, no deben recibir

tratamiento alguno contra la enfermedad.

El aislamiento de la bacteria se considera el estandar de oro para el diagndstico, sin
embargo, presenta ciertas dificultades; una de ellas es el tiempo requerido para

llevar a cabo el proceso, pues suele ser de aproximadamente 10 dias.

Ademas, debido a que B. melitensis puede generar aerosoles se considera una
bacteria de alto riesgo, por lo que se requiere de un laboratorio de alta seguridad

bioldgica y personal calificado para su manipulacién (Saytekin y Ak, 2018).

Debido a que no es posible realizar el aislamiento de manera rutinaria las pruebas
seroldgicas son las mas utilizadas en el diagndstico de brucelosis en humanos y

animales. En el caso de animales se usan la prueba de tarjeta y fijacion del



complemento; ambas detectan anticuerpos dirigidos contra la cadena O del LPS de
Brucella, sin embargo esta ultima molécula comparte epitopos con otras bacterias
Gram negativas (por ejemplo, Salmonella spp., Escherichia coli O157 o Yersinia
enterocolitica O: 9) (Nielsen et al., 2004) (Corbell, 1975) (Bonfini et al., 2018), por
consiguiente existe un alto riesgo de detectar reacciones seroldgicas falsas
positivas; lo cual conlleva la pérdida del estado libre de brucelosis y el sacrificio de
animales falsos positivos; por lo tanto debido a los inconvenientes que presentan
tanto el aislamiento como las pruebas seroldgicas se requieren otros métodos de

diagnéstico mas especificos.

Una alternativa para resolver estos problemas es el uso de la técnica despliegue en
fagos (PhD), la cual permite seleccionar péptidos especificos de manera facil y
rapida, con el objetivo de utilizarlos en una prueba seroldgica para el diagnostico de
esta enfermedad; los péptidos obtenidos a traves de esta técnica suelen mostrar
altos niveles de especificidad (Al-Mrabeh et al., 2009) esto nos brinda la posibilidad
de eliminar las reacciones falsas positivas, aunado a que la produccion de los
péptidos suele realizarse en cortos periodos de tiempo (Arap, 2005) a diferencia de
la produccion de antigenos para las pruebas tradicionales; ademas su produccion
no requiere instalaciones sofisticadas, por lo tanto los péptidos seleccionados por
medio de despliegue en fagos son buenos candidatos para su uso en el diagnostico

de la brucelosis.



1.1. Brucelosis

Brucelosis es la denominacion genérica de las infecciones animales o humanas,
causadas por cualquier especie del género Brucella, entre las que destacan Brucella
abortus, B. melitensis y B. suis (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2018). El
primer informe clinico se le atribuye a Marston en 1860 (Ruiz, 1990). El agente
etiologico fue aislado a finales del siglo XIX por Sir David Bruce y Carruana Scicluna,
quienes investigaban un padecimiento febril que provoco la muerte de un namero
considerable de soldados; més tarde, en 1905 Zammit, un médico maltés, demostré
que las cabras transmitian la enfermedad (Shakir, 2021). En América Latina la
llegada de la enfermedad fue debido a la introduccion de animales infectados por

los espafioles durante el tiempo de la colonia.

Las especies de Brucella tienen un hospedero especifico, sin embargo, se ha
reportado que pueden infectar a otros animales (Vaillard, 2017); actualmente,
existen 12 especies de Brucella, las cuales se dividen en dos grupos: clasicas y
atipicas. Estas ultimas exhiben rasgos fenotipicos diferentes y una mayor diversidad
genética que las del grupo clasico, es por esto que se han denominado como
“atipicas" ya que no tienen relacion con las especies previamente reportadas
(Keyburn y Buller, 2020).

El grupo de especies clasicas esta conformado por: Brucella melitensis, B. abortus,
B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae, B. ceti, B. pinnipedialis y B. papionis. Las
especies de este grupo son inmoviles, desprovistas de plasmidos y sus genomas

muestran identidades de nucledtidos superiores al 99% (Scholz et al., 2016).

Las especies consideradas como atipicas son: B. inopinata, B. microti y B. vulpis
(Keyburn y Buller, 2020). Recientemente se han identificado algunas cepas que se
encuentran en espera de afiliacion de especie, aisladas de humanos y animales.

Este grupo incluye cepas candidatas como BO2 de un humano, LT605586 de una



mantarraya, NF2653 de un roedor y el Ultimo de estos aislamientos ha sido de
anfibios (Latheef et al., 2020).

1.1.1. Brucelosis en cabras

La infeccion por Brucella en cabras esta causada principalmente por B. melitensis,
se han observado infecciones esporadicas causadas por B. abortus o B. suis, pero
estos casos son infrecuentes (Organizacién Mundial de Sanidad Animal, 2018).
Paises como Canada, E.U.A., Japdn, el norte y centro de Europa, Australia y Nueva

Zelanda han logrado erradicar esta enfermedad (Hernandez et al., 2016).

1.1.1.1. Etiologia

El género Brucella esta constituido por bacilos cortos, Gram negativos, aerobios y
algunas especies requieren atmosferas de CO2 entre el 5% -10% (Mufioz et al.,
2020). Son bacterias que no esporulan, no presentan capsula y son inmoviles
(Barreto et al., 2021). Sin embargo, Uzureau y colaboradores (2007) demostraron
gue B. melitensis tiene genes que codifican para un flagelo, y que la expresion de
estos genes esta relacionada con el proceso regulador denominado deteccion de
quoérum (QS). Posteriormente se confirmoé que el flagelo se expresa durante la fase
exponencial de crecimiento en medios enriquecidos y que los genes involucrados

son necesarios para la infeccion in vivo de ratones y cabras (Ferooz et al., 2011).

Filogenéticamente, se clasifican en la subdivision 2-a de las proteobacterias. Tienen
un metabolismo oxidativo, basado en la utilizacion de nitratos como aceptores de
electrones (Charbonnier, 2019). Son organismos intracelulares facultativos,
parcialmente acidorresistentes y carecen de plasmidos nativos. Aproximadamente
miden 0.5 a 0.7 p de didmetro y 0.6 a 1.5 y de longitud. Son oxidasa, catalasa y

ureasa positivos (Pradeepkirana et al., 2021).

Con base en el aspecto de las colonias obtenidas en medio sélido, las diferentes

especies de Brucella se clasifican habitualmente como lisas S (del inglés smooth),



o rugosas R, (del inglés rough) (Castro et al., 2005). Esta caracteristica esta
relacionada con la presencia o ausencia del lipopolisacarido (LPS), las especies
lisas de Brucella presentan un polisacarido O terminal (conocido también como
cadena O) en cambio, las cepas rugosas carecen de éste. B. melitensis esta

clasificada dentro del grupo de cepas lisas (Scholz et al., 2016).

1.1.1.2. Patogenia

El paso inicial de una infeccidn exitosa de Brucella es la adhesién y la penetracion,
estas se dan a traves de las superficies mucosas, como las vias respiratorias, la piel
erosionada y el tracto gastrointestinal. Algunos autores sugieren que el contacto
inicial entre Brucellay la célula hospedera se produce entre la membrana
plasmatica celular y el LPS, especificamente la cadena O (O-LPS) siendo la primera
molécula que esta involucrada en la entrada intracelular de Brucella (Delrue et al.,
2004). El O-LPS contribuye junto con el lipido A y el nacleo a la proteccidon
de Brucella contra las defensas celulares como por ejemplo, los péptidos y la lisis

mediada por el complemento (Moriyon y Lopez-Goni, 1998).

Las brucelas muestran un fuerte tropismo tisulary se replican dentro de
las vacuolas de los macrofagos, las células dendriticas y los trofoblastos
placentarios. Sin embargo, tiene la capacidad de replicarse en una amplia variedad
de células de mamiferos, que incluyen células de la microglia, fibroblastos, células

epiteliales y células endoteliales (de Figueiredo et al., 2015).

Generalmente esta bacteria ingresa a la célula hospedera mediante un mecanismo
de fagocitosis tipo “zipper”, el cual se caracteriza por la induccién de rearreglos
moderados en la membrana y el citoesqueleto de la célula hospedera (De Bolle et
al., 2015, Solano, 2015) y pueden utilizar el citoesqueleto, tanto para el movimiento
como para la diseminacion intracelular (Doherty y Kaufmann, 1994). Finalmente
establecen un nicho replicativo dentro del reticulo endoplasmico (Oliveira, 2021). La

clave de Brucella para sobrevivir durante el proceso de infeccion, reside en su
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capacidad de adaptarse al nicho intracelular que contiene pocos nutrientes, poco
oxigeno, pH &cido y especies reactivas de oxigeno (Amjadi et al., 2019). Durante
los primeros pasos del transito intracelular de Brucella, la bacteria puede bloquear
la progresion de su ciclo celular, permaneciendo en la etapa G1 durante varias

horas, antes de alcanzar su nicho de replicacion (Oliveira, 2021).

Las bacterias que sobreviven, se transportan a través del sistema linfatico hasta
alojarse en los ganglios linfaticos regionales, después se multiplican, y viajan a
través del conducto toracico hasta llegar a los 6rganos parenquimatosos y el
torrente sanguineo (Rhyan et al., 1994). Gonzalez y colaboradores (2021)
proponen que Brucella aprovecha el ambiente proporcionado por los nichos
celulares para generar reservorios en bazo, linfonodos, higado, médula Osea,
epididimo y placenta, para eventualmente causar enfermedad cardiovascular,

hepatica, linforreticular, neurolégica y osteoarticular.

1.1.1.3. Signos clinicos

La importancia de esta enfermedad radica en que afecta la reproduccion del
ganado, ya que los signos tipicos incluyen aborto, infertilidad, retencién placentaria,
mortalidad neonatal o debilidad de la progenie; todo ello se traduce en pérdidas
economicas considerables para los productores (Organizacion Mundial de Sanidad
Animal, 2018).

El aborto suele ocurrir en la primera gestacion posterior a la infeccion, generalmente
en los dos ultimos meses de gestacion, antes de que la inmunidad adquirida pueda
reducir el riesgo de futuros abortos. Sin embargo, todavia existe la posibilidad de
gue se presenten abortos en las gestaciones futuras. El agente infeccioso se puede
eliminar hasta tres meses después del parto; en los machos los signos son orquitis

y problemas articulares (Hull y Schumaker, 2018).
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Los animales gestantes expuestos a un pequefio numero de bacterias pueden
desarrollar unainmunidad autolimitante y estos se convierten en portadores latentes
(Coelho et al.,, 2014), ya que solo se necesitan de 10-100 UFC (unidades
formadoras de colonias) para establecer una infeccion (Hans et al., 2020). La
infeccion puede persistir en las glandulas mamarias y linfonodos supramamarios;
por este motivo es comun la excrecion del microorganismos en las lactancias

sucesivas (Coelho et al., 2014).

El periodo de incubacion varia de 15 dias a varios meses, esta variabilidad esté
asociada a la susceptibilidad del hospedero (Memish y Balkhy, 2004) (Querol,
2011).

1.1.1.4. Profilaxis

Las Unicas vacunas comerciales disponibles para la brucelosis son las destinadas
a los animales (Goodwin y Pascual, 2016). La vacuna que actualmente se utiliza
para la prevencion de B. melitensis esta elaborada a partir de una cepa viva

atenuada llamada REV-1; y es administrada a cabras y ovejas (Pascual et al., 2018);

1.1.1.5. Diagnostico

El diagnéstico de brucelosis en el ganado caprino se lleva a cabo en los laboratorios

aprobados por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER).

El aislamiento se considera el estandar de oro, éste se puede llevar a cabo a partir
de la placenta, liquidos fetales y secreciones vaginales excretadas por las cabras
infectadas, ya sea al abortar o al parir. La excrecion de Brucella también es
frecuente en el semen, y puede aislarse de distintos tejidos, como los linfonodos, el
bazo y los 6rganos asociados a la reproduccién (Gtero, epididimo y testiculos), asi

como de lesiones artriticas (Solano, 2015).



Para el aislamiento a partir de canales de animales infectados se recomiendan
organos del sistema reticuloendotelial, suele aparecer crecimiento pasados 3 a 4
dias, pero los cultivos no deben considerarse negativos hasta que hayan pasado 7

a 10 dias (Koppenhagen y Gonzélez, 2019).

Algunas cepas, sobre todo en el primoaislamiento, solo se desarrollan en presencia
de suero. Se recomiendan como medios de cultivo base (no selectivos) el agar-
dextrosa con suero, el agar-triptosa con suero y el agar-tripticasa-soja, al cual se
adiciona suero bovino o equino al 5% (Alton et al., 1988). Los medios selectivos

recomendados son el Farrel y Thayer-Martin modificado (Herrera et al., 2009)

Las pruebas seroldgicas tienen una gran trascendencia en el diagnostico de esta
enfermedad, las brucelas tienen una envoltura celular formada por una membrana
interna, un periplasma y una membrana externa. La membrana externa contiene
lipidos libres, proteinas y LPS; este ultimo es el principal antigeno de superficie y
las pruebas serologicas se basan en la identificacion de anticuerpos producidos

contra esta molécula (Nielsen et al., 1989, Muiioz et al., 2020).

La infeccion por Brucella induce una respuesta de anticuerpos mediante la
produccion de anticuerpos IgM e IgG a las 1-2 semanas después de la infeccion,

estos persisten durante 1 afio o mas (Trotta et al., 2020).

En México la NOM-041-ZO0-1995 indica que para el diagndstico de B. melitensis
se utiliza la prueba de tarjeta al 3% Yy fijacion del complemento, ambas indicadas

para el diagndstico en pequefios rumiantes.

La prueba seroldgica ideal para el diagndstico certero seria aquella que reuniera las
siguientes caracteristicas: ser altamente sensible, que detecte la infeccion de
manera temprana, que discrimine entre anticuerpos de origen vacunal e infeccion

natural y que no presente reacciones cruzada con otras bacterias Gram negativas.
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1.1.1.5.1. Prueba de tarjeta

La prueba de tarjeta es un ensayo rapido de aglutinacion en portaobjetos que se
realiza con una suspension de B. abortus teflida con rosa de bengala y suero sin
diluir. La sensibilidad general es del 92.9%, es decir rara vez se encuentran
resultados falsos negativos. La prueba se basa en la reactividad de anticuerpos
contra el O-LPS (Asfaw Geresu y Mamo Kassa, 2015). En 1967 Pietz y Schilf
desarrollaron el antigeno utilizado en esta prueba; este consiste en una suspension
de B. abortus cepa 1119-3 (Diaz, 2001), inactivado por calor, y ajustado a un pH
de 3.6 para la deteccion de anticuerpos Ig-G de tipo 1 y en menor medida de 1g-M
en suero sanguineo de ganado caprino y ovino de origen vacunal o debidos a

infecciones naturales (Productora Nacional de Biologicos Veterinarios, 2018).

Los resultados de la prueba de tarjeta se interpretan como: positivos y negativos,
dependiendo de la presencia 0 ausencia de aglutinacion. La prueba
(especificamente en pequefios rumiantes) se realiza en hembras mayores de 14
meses de edad, que recibieron la dosis clasica de la vacuna REV-1 entre los3y 4
meses de edad; en el caso de las hembras vacunadas con dosis reducida,
Unicamente se podran realizar las pruebas diagndsticas 8 meses después de la
fecha de vacunacion; en las hembras nunca antes vacunadas y en los machos sin
castrar la prueba se realizara a partir de los 4 meses de edad (NOM-041-Z00-1995,
1995).

1.1.1.5.2. Fijacion del complemento (CFT)

La CFT es ampliamente recomendada como prueba de confirmacion para el
diagnostico de brucelosis debido a su especificidad; sin embargo, es menos
sensible que la prueba de tarjeta y ELISA (Barbuddhea et al., 2020) es la prueba de
referencia recomendada por la OIE para el transito internacional de animales

(Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2018).



Se basa en la activacion del complemento por la via clasica, en donde es necesaria
la presencia de una union antigeno-anticuerpo para iniciar la reaccion (fase
invisible). Cuando existen anticuerpos contra Brucella spp., se da la reaccién
antigeno anticuerpo y el complemento se une a esta reaccion (Ag-Ac-C'), siendo
incapaz de unirse al sistema hemolitico, que es un segundo sistema antigeno
anticuerpo (fase visible), observandose una sedimentacién de los glébulos rojos con
anticuerpos o hemolisina. En ausencia de anticuerpos contra Brucella spp. en el
primer sistema durante la fase invisible, el complemento queda libre, uniéndose al
segundo sistema antigeno-anticuerpo o sistema hemolitico, observandose una
hemdlisis (Alton et al., 1988). Por lo tanto, si el suero presenta anticuerpos contra
Brucella spp., el complemento no va a estar disponible y por lo tanto, no se va a
producir la lisis de los eritrocitos sedimentandose y, por consiguiente, se formara en
el fondo del tubo un boton de eritrocitos, dando la prueba como positiva (Berrueta
Wilkins, 2012).

Para la prueba se emplea, el antigeno preparado con la cepa 1119-3 de B. abortus,
sin tefiir, con un pH entre 6.8 a 7.0, y una concentracion celular de 4.5%. Los
resultados de la prueba se interpretan como positivos y negativos. En caprinos y
ovinos los positivos seran aquellos en los que se obtengan titulos mayores de 1/4
(NOM-041-Z00-1995, 1995).

El antigeno celular e inmunoglobulinas que intervienen en la fijacion del
complemento son el O-LPS e IgG1, inmunoglobulina que predomina en la infeccién
por Brucella (Diaz, 2001), ya que las IgM e IgG2 de rumiantes no activan el

complemento de cobayo (Nielsen et al., 2004).
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1.1.1.5.3. ELISA

En el diagnéstico de brucelosis se ha encontrado que el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas ELISA (por sus siglas en inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) utilizando LPS como antigeno es mas sensible y especifica
gue las pruebas de tarjeta y fijacion del complemento (Ducrotoy et al., 2016). Esta
prueba detecta anticuerpos contra el polisacarido O (O- LPS), porcién mas expuesta
del lipopolisacérido S (LPS-S) (Diaz et al., 2012), también utiliza a la cepa B. abortus
S99 o 1119-3 como fuente de LPS liso (Barbuddhea et al., 2020). Cuantifica
diferentes tipos de inmunoglobulinas anti-Brucella (IgM, 1gG e IgA), esto nos permite
saber si se trata de una infeccion aguda o cronica (Asfaw Geresu y Mamo Kassa,
2015) (Barbuddhea et al., 2020).

Esta técnica tiene como principales ventajas, la posibilidad de procesar muchas
muestras a la vez, y permite la cuantificacion de antigenos bacterianos en las
muestras analizadas. Tiene una especificidad de 90,5% y sensibilidad de 97,7% y
(Nielsen et al., 2004) sin embargo, a veces no es capaz de distinguir entre
anticuerpos generados por vacunacion, por reacciones cruzadas con otras bacterias
Gram negativas y los inducidos por cepas patégenas de Brucella. Por consiguiente,
la prueba ELISA-I (ELISA-indirecta) debe considerarse como una prueba de analisis
mas que como una prueba confirmatoria (Organizacion Mundial de Sanidad Animal,
2018).

Otra prueba utilizada para el diagndstico de brucelosis es el ELISA competitivo (c-
ELISA), este procedimiento esta basado en la deteccién de anticuerpos séricos
contra brucelas lisas incluidas B. abortus y B. melitensis; es un ensayo multi-especie
gue permite la deteccién de anticuerpos de Brucella especificos en especies
domeésticas y salvajes (Suarez, 2015). Su sensibilidad varia del 92 al 100 %,

mientras que la especificidad varia del 90 al 99 % (Godfroid et al., 2010).
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1.2. Bacteriéfago M13

Los bacteriéfagos (también llamados fagos) fueron descubiertos en 1917 por Felix
d’Herelle (Wittebole et al., 2014) son los virus que infectan y parasitan Gnicamente
bacterias especificas (hospederos naturales). La estructura de los fagos es
determinada por sus proteinas de envoltura (o proteinas estructurales) cuya funcién
principal es la de proteger al material genético (DNA o RNA) (Segundo et al., 2010).
Con base en la capside viral los bacteriéfagos se clasifican en 3 tipos: icosaédricos,
helicoidales y con forma de cabeza-cola. Entre los helicoidales los fagos
filamentosos son el grupo mas estudiado, en este grupo se encuentran F1, M13 y
fd (Faezeh et al., 2020).

M13 es un fago que infecta a Escherichia coli y que porta el episoma F. Clasificado
en la familia Inoviridae, género Inovirus y en el grupo Il del sistema de Baltimore
(Hay y Lithgow, 2019). Tiene un ciclo de replicacion viral lisogénico, es decir, se
ensamblan en la superficie celular y se exporta de manera coordinada mediante un
mecanismo secretor (Faezeh et al., 2020), posteriormente introduce su genoma en
el citoplasma de la célula hospedera para después integrarlo en el cromosoma de
la célula bacteriana o bien se mantiene como un elemento episomal donde, se
replica y se transmite a las células bacterianas hijas sin lisarlas (Kasman y Porter,
2022). Consta de un genoma de DNA monocatenario (sSDNA) de 6407 nucledtidos,
capaz de codificar once proteinas, cinco de las cuales son proteinas de la cubierta
y las seis restantes son esenciales para su replicacion y el ensamblaje (Ping et al.,
2021).

La p8 es la proteina principal conformada por aproximadamente 2700, mientras que
las proteinas menores (p3, p6 en un extremo y p7 y 9 en el otro) presentan cinco

copias de cada una (Smeal et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Representacién esquematica del fago M13 (Smeal et al., 2017).

Los fagos infectan mediante una gama de receptores de superficie bioquimicamente
diversos, como carbohidratos, lipopolisacaridos y proteinas. El rango de hospederos
generalmente esta determinado por la forma en la que el fago interactia
especificamente con el receptor; el reconocimiento de esta region Unica tiene como
consecuencia que un fago puede ser capaz de infectar solo una especie o cepa de
hospedero (Hyman y Abedon, 2010). En el caso del fago M13 el sitio de infeccion
es el pili presente en E. coli, el virus se adhiere a la punta del pili conjugativo, esto
provoca que éste se retraiga y pone al fago en contacto con el correceptor TolA de
la célula hospedera, lo que lleva a la transferencia del genoma del fago a la célula
(Lin et al., 2011).

El proceso estda mediado por la proteina de recubrimiento menor (p3), de 406
aminoacidos, compuesta por tres dominios unidos por medios de enlaces ricos en
glicina. Inicialmente el dominio N-terminal (N2) se une a la punta del pilus F; seguido
por el otro dominio N-terminal (N1) que se une a TolA, una proteina de membrana
integral en E. coli. El dominio terminal C se ancla a la proteina p3 a la capside y
finalmente permite la liberacion del fago (Bennett y Rakonjac, 2006). Esta proteina
toma importancia ya que en la mayoria de las aplicaciones de despliegue en fagos

es la mas utilizada (Zhao et al., 2016).
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1.3. Despliegue en fagos

Unos 25 afios después de que se aislé por primera vez el fago filamentoso, se
inform6 que una modificacién genética, es decir, la insercién de un fragmento de
DNA extrafio en el genoma del fago, producia una particula que mostraba la
secuencia insertada como un péptido fusionado a las proteinas de cubierta (Smith,
1985). Ademas, el péptido expuesto era accesible para el reconocimiento especifico

por un anticuerpo dirigido hacia esa secuencia (Barderas y Benito-Pena, 2019).

Esta técnica recibié el nombre de despliegue en fagos (del inglés phage display) y
se introdujo por primera vez en 1985 por George Smith (Smith, 1985). Los vectores
mayormente utilizados son los fagos filamentosos y el sistema de fagémidos (Sioud,
2019).

Esta tecnologia se basa en el hecho de que el fenotipo y el genotipo del fago estan
ligados fisicamente. De hecho, el gen que codifica la molécula expuesta esta
empaguetado dentro del mismo viridn (Kaplan y Gershoni, 2012). Esto se logra
mediante un proceso ciclico conocido como bioseleccion (biopanning, en inglés),
gue tiene como obijetivo enriquecer una poblacion de fagos que contengan un solo
péptido y que, a su vez, tenga afinidad por un ligando de interés (Hammers y
Stanley, 2014). En términos simples, la bioseleccion se realiza incubando una
biblioteca de péptidos expuestos en fagos con la molécula diana, posteriormente se
realizan lavados con el objetivo de eliminar los fagos no unidos y se eluyen los fagos
especificamente unidos; estos ultimos son amplificados mediante la infeccion de la
bacteria E. coli, es decir, la bacteria se convierte en una planta de produccién para
su replicaciéon. Finalmente, las bacterias infectadas generaran una nueva poblacién
de fagos que se someteran a otro ciclo de bioseleccion, hasta llevar a cabo de 3-5
rondas, al terminar se debe determinar la especificidad entre el péptido y la molécula
diana, regularmente se determina por medio de un ELISA. El nivel de absorbancia
es proporcional al niumero de fagos unidos, lo que indica que el péptido tiene
especificidad hacia la molécula blanco (Ping et al., 2021). Finalmente se lleva a cabo

la secuenciacién del ADN del fago (Bozovicar et al., 2021), con el objetivo de
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comparar el resultado con las secuencias proteicas que ya han sido reportadas esto

con el propdsito de inferir su funcion (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del proceso de bioseleccién en microplacas

El proceso de seleccién in vitro por medio de despliegue en fagos generalmente
utiliza microplacas, perlas o columnas para fijar el objetivo; también se ha
implementado el biopanning in vivo, que consiste en inyectar la biblioteca de fagos
en un cuerpo humano o animal vivo durante un periodo predeterminado y luego
recuperarlo de los tumores u 6rganos diana, para posteriormente identificarlos y

utilizarlos como biomarcadores (Ping et al., 2021).
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Actualmente existen laboratorios dedicados a la produccion de bibliotecas
comerciales, en funcion de la longitud y el tipo, hay tres tipos: biblioteca de
heptapéptidos restringidos por cisteinas (en bucle) (Ph.D.-C7C), biblioteca de
heptapéptidos lineales (Ph.D.-7) y biblioteca de dodecapéptidos lineales (Ph. D.-12)
(Rami et al., 2017) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de las bibliotecas comerciales mayormente
utilizadas en despliegue en fagos (Ping et al., 2021).

1.3.1. Aplicaciones de Despliegue en fagos

Ha tenido una gran influencia en el trabajo y los descubrimientos realizados en los
campos de inmunologia (Alizadeh et al., 2021) biologia celular (Villamil Giraldo et
al., 2015) (Ch'ng et al., 2021) y la industria farmacéutica (Bazan et al., 2012); quiza
este ultimo es el campo en donde ha tomado mayor relevancia, ya que entre 2016
y 2019 los péptidos representaron aproximadamente el 6.3% de los medicamentos
aprobados; la tecnologia de presentacion de fagos ha ayudado a la industria
farmacéutica a identificar ligandos terapéuticos de péptidos que se encuentran

actualmente en el mercado o en ensayos clinicos (Al Shaer et al., 2020).

Los péptidos obtenidos de esta técnica también funcionan como biomarcadores,

dado que muchas proteinas son biomarcadores de enfermedades; la Ultima década
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ha sido testigo de numerosos estudios sobre la deteccion de péptidos de union para
varios biomarcadores tumorales (Ping et al., 2021). También se han implementado
como biosensores, estos estdn compuestos por elementos biolégicos (por ejemplo,
péptidos) que se utilizan para detectar la presencia de un ligando objetivo y generar
una sefal (Khemthongcharoen et al., 2015). Ademas, se ha demostrado que puede
ser un excelente vehiculo de administracion de péptidos antigénicos (Delhalle et al.,
2012).

El despliegue en fagos también ha tomado relevancia en el diagnostico de diversas
enfermedades, ya que los péptidos obtenidos a través de esta técnica pueden ser

utilizados en inmunoensayos para sustituir algun antigeno (Zhao et al., 2021).

1.3.2. Despliegue en fagos y Brucella

Existen trabajos en donde se evaluaron péptidos obtenidos por medio de técnica
despliegue en fagos para el diagndstico de Brucella spp. El primero de ellos fue
reportado por Lichtfouse y colaboradores en 1995. En ese estudio se utilizé un
anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina de membrana externa OMP89,
para la bioseleccion de péptidos especificos que posteriormente podrian ser buenos
candidatos para el diagnostico, los péptidos se expresaron en la proteina 8 del fago

filamentoso f88-4.

Otro trabajo fue publicado en 1999, en donde a diferencia del anterior identificaron
péptidos dirigidos contra los epitopos A y M, de la cadena O del LPS
de Brucella spp. y posteriormente utilizaron estos péptidos en un protocolo de
inmunizacion en ratones con el objetivo de crear una respuesta inmunitaria hacia

estas moléculas (De-Bolle et al., 1999).

En otros estudios, se identificaron interacciones entre diferentes moléculas del
sistema de secrecion tipo IV (VirB5) (Deng et al., 2019) y VirB5-VirB6 (Villamil et
al., 2012).
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2. JUSTIFICACION

Un aspecto importante que hay que considerar para el control y erradicacion de la
brucelosis es el diagnéstico oportuno. Actualmente se cuenta con pruebas
serolégicas, las cuales detectan anticuerpos contra el lipopolisacarido (LPS)
(Hernadndez, 2006). Esta molécula toma importancia en el diagndstico, ya que a lo
largo de los aflos se ha reportado que otras bacterias Gram negativas tienen
epitopos comunes a la cadena O de Brucella, por ejemplo Yersinia enterocolitica
0:9 (Chenais et al., 2012) (O'Grady et al., 2016) y Salmonella spp. (Nielsen et al.,
2007). Estos inconvenientes se traducen en pérdidas econémicas para los
productores ya que la NOM-041-ZO0-1995-044 indica que todo animal que resulte

positivo a las pruebas diagnosticas debera sacrificarse.

Una alternativa para resolver estos problemas es el uso de la técnica de despliegue
en fagos (PhD), para identificar y seleccionar péptidos especificos; que
posteriormente puedan ser utilizados en una técnica diagnostica como antigeno de
captura (Zhao et al., 2021). La identificacion de estos péptidos (a través del proceso
de bioseleccion in vitro) suele ser rapida representando una gran ventaja (Rami et
al., 2017). Con esta técnica también es posible identificar péptidos novedosos, que
no han sido estudiados o reportados anteriormente, lo cual aumenta la posibilidad

de la seleccionar antigenos especificos (Williams, 2018).

Las pruebas seroldgicas disponibles para el diagnéstico de la brucelosis utilizan
como antigenos de captura suspensiones de Brucella en fase lisa (S) (Castro et al.,
2005). Sin embargo la produccion de estos antigenos suele ser costosa ya que el
género Brucella se encuentra dentro de los agentes del grupo de riesgo Ill, por lo
gue para su manipulacion se requiere un nivel de contencion 3 (BLS3)
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2018). Lo anterior supone altos costos
de produccion, pues el funcionamiento y mantenimiento de un laboratorio BSL3 es

costoso, ya que requiere personal altamente capacitado y la adquisicion de
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reactivos y consumibles que a largo plazo pueden socavar su viabilidad (Bridges et
al., 2014).

Este hecho es contrastado con la produccion de péptidos exhibidos en fagos, pues
el proceso de produccién suele ser econémico (Ch'ng et al.,, 2021) ya que los
bacteriéfagos no representan un riesgo biolégico y no requieren instalaciones
especializadas; aunado a que el manejo y amplificacién de estos virus es sencillo y
rapido, en comparacién con la produccién de antigenos convencionales de Brucella,
el cual se lleva a cabo en 6 dias, pudiendo aumentar a 16 ya que la OIE
(Organizacién Mundial de Sanidad Animal, 2018) recomienda una incubacién de 10
dias posterior a la inactivacion con fenol para verificar que el proceso haya finalizado
de manera correcta; esto de nuevo contrasta con el tiempo requerido para la
amplificacion de bacteriofagos ya que el proceso puede completarse en tan solo 3
dias.

Actualmente esta técnica se ha utilizado para aumentar la especificidad en el
diagnostico de otras enfermedades infecciosas. Por ejemplo, en la tuberculosis en
donde los péptidos presentaron un 100% de especificidad al analizarlos por medio
de ELISA (Serena et al., 2022). Otro estudio se enfoco en el diagnostico de la
dirofilariasis; en ese trabajo se obtuvo un péptido con gran potencial de diagnosticar
la enfermedad en un inmunoensayo eliminando las reacciones cruzadas con

Toxascaris leonina, Uncinaria stenocephala y Toxocara canis (Pekacz et al., 2022).
El presente proyecto propone la técnica de PhD para identificar y seleccionar

péptidos especificos que interactlien con sueros de caprinos positivos a Brucella

melitensis; y su evaluacion para desarrollar un diagnostico serologico.
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Identificar péptidos especificos de Brucella melitensis por medio de la técnica de
despliegue en fagos, que sean de utilidad en el diagnéstico serologico de animales
infectados.

3.2. Especificos

e Seleccionar un suero positivo a Brucella melitensis con altos titulos de
anticuerpos, que funcionen como proteina diana en la técnica de despliegue
en fagos.

e Llevar a cabo la bioseleccion de epitopos/mimotopos de Brucella melitensis
mediante el uso de despliegue en fagos.

e Evaluarlas clonas reactivas a sueros positivos de Brucella melitensis mediante
inmunoensayos Yy herramientas bioinformaticas.

e Identificar a las clonas que no reaccionen a sueros hiperinmunes de ratas
infectadas con Yersinia enterocolitica 0:9 ni a Salmonella Dublin mediante
ELISA.

4. HIPOTESIS

Los péptidos de las clonas identificadas por medio del proceso de bioseleccion
utilizando anticuerpos contra Brucella melitensis seran especificos y de utilidad en

el diagnéstico seroldgico de la brucelosis.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Sueros
5.1.1. Seleccién de sueros

Los sueros se obtuvieron de cabras desafiadas con B. melitensis 16M, con
aislamiento y prueba de tarjeta al 3% positiva, fueron amablemente donados por el

Dr. José Francisco Morales Alvarez y el M. en C. Erik Hernandez Badillo.

Comprobamos la reactividad de estos sueros por medio de ELISA indirecta; de
acuerdo a la metodologia propuesta por Rodriguez (2003) con algunas
modificaciones: se sensibilizd6 una placa de poliestireno, fondo plano de 96 pozos
maxysorp (Thermo Fisher Scientific®, No. de Cat. 439454, Massachusetts/Estados
Unidos) con 0.468 ng (nanogramos) de antigeno crudo de la cepa B. melitensis 16M.
Se agregaron 50 microlitros (pl) en cada pozo y se homogenizo en agitacion orbital
a 100 revoluciones por minuto (rpm) por 5 minutos (min) e incub6 por 17 horas (h)

a 4°C (grado Celsius).

A continuacion, se decanté el contenido de los pozos y se lavd 3 veces con 100 pl
de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) - tween 20 (Sigma-Aldrich®, No. de
Cat. P9416, Misuri/Estados Unidos) al 0.05%; los lavados se llevaron a cabo al
término de cada procedimiento. Posteriormente los sueros se diluyeron con PBS-
albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. 9048-46) al 0.1% a una
dilucion de 1:200, se colocaron 50 pl de la dilucidn en el pozo correspondiente, y se
incubo por 2 h a 37°C.

Posteriormente, se realizdé una dilucion 1:5000 de la IgG anti-cabra marcada con
peroxidasa de rabano (MB Biomedicals, No. de Cat. 55358, California/Estados
Unidos) agregando 50 pl a cada pozo. Se incub6 2 h a 37°C. Para el revelado se
agregaron 50 ul de 2,2'- azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) (ABTS)
(Sigma-Aldrich®, No. de Cat. A3219) y se incubd durante 25 min en agitacion orbital
a 100 rpm. Finalmente se llevd a cabo la lectura a 405 nandmetros (nm) utilizando

un lector de microplacas (BioTek, Vermont/Estados Unidos, modelo ELx808).
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5.1.2. Adsorciéon de sueros.

Con la finalidad de remover anticuerpos inespecificos del suero de cabra
seleccionado, se adsorbi6é contra 4 microorganismos: Escherichia coli, Salmonella
Dublin, Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica. La produccién de
antigenos y adsorcién de sueros se llevé a cabo de acuerdo con la metodologia
propuesta por Gruber y Zingales (1995) con algunas modificaciones. Para la
produccién de los antigenos se sembré una colonia de la cepa respectiva en 400
mililitros (ml) de caldo infusién cerebro-corazén (Becton Dickinson® No. de Cat.
211200, Nueva Jersey/Estados Unidos) y se incub6 a 37° C durante toda la noche
en agitacion orbital a 250 rpm. Al dia siguiente se separ6 el cultivo en dos partes de
200 ml cada una. Una parte se esterilizo usando los siguientes parametros 121° C,
15 libras/pulgadas? (psi) durante 1 h, al finalizar este tiempo se dejo enfriar a
temperatura ambiente, a la otra mitad se le agregé formaldehido (Merck®, No. de
Cat. 104003, Darmstadt/Alemania) a una concentracion final de 0.5% y se incubo6
a 37° C durante 2 h a 250 rpm. Posteriormente ambas suspensiones bacterianas se
juntaron y centrifugaron a 5000 fuerza centrifuga relativa (g) durante 10 min. La
pastilla se lavé con PBS. Después se midio la densidad optica (D.O.) de cada uno
de los antigenos y se igualaron al antigeno que obtuvo el menor valor en
comparacion con el resto. Para poder igualar los antigenos se llevaron a cabo
diluciones con PBS, después a cada uno de los antigenos se les agreg6 inhibidor
de proteasas (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. P2714) y se almacenaron a -20 °C hasta

Su uso.

Finalmente, para la técnica de adsorcion se sensibilizé una placa de poliestireno de
fondo plano de 96 pozos maxysorp (Thermo Fisher Scientific®, No. de Cat. 439454),
con 200 ul de cada uno de los antigenos, en pozos independientes (uno por cada
antigeno), y se incub6 a 4 °C durante 16 h. Posteriormente se decantd el contenido
de los pozos y se lavd 3 veces con 200 ul de PBS-tween 20 (Sigma-Aldrich®, No.
de Cat. P9416) al 0.05%. Se agreg0 el suero de cabra diluido 1:50 en PBS-BSA
(Sigma-Aldrich®, No. de Cat. 9048-46) al 1% en un volumen final de 200 ul, para
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exponerlo al primer antigeno. Posteriormente se incubd por 2 h a 4°C, y el suero fue
colocado en el siguiente pozo para exponerlo al segundo antigeno a adsorber, es

decir esto se llevo a cabo por 4 ocasiones de manera secuencial.

El contenido de los pozos se recolectd y se almacend a -20 °C hasta su uso.
Finalmente se llevo a cabo el andlisis de los sueros adsorbidos por medio de un
ELISA indirecta utilizando la misma metodologia para la seleccién de sueros,
descrita anteriormente. Esta técnica se llevo a cabo con sueros positivos y negativos

adsorbidos y sin adsorber.

5.2. Produccién de sueros hiperinmunes en el modelo de rata
Con el objetivo se identificar las clonas de fagos que no tuvieran reaccion cruzada
con otros microrganismos Gram negativos, se llevo a cabo la produccion de sueros

hiperinmunes en el modelo de rata.

Se emplearon 6 ratas (Rattus norvegicus) hembras, libres de patdgenos
especificos (SPF), estirpe Wistar de 85-90 dias de edad, con un peso aproximado
de 350 g (gramos). Los animales se mantuvieron bajo la guia de condiciones
establecidas en la NOM-062-ZO0-1999 y bajo las pautas de experimentacion que
estable el Subcomité institucional para el cuidado y uso de animales experimentales
(SICUAE) con el numero de protocolo aprobado SICUAE MC-2020/4-7.

Las ratas fueron divididas en tres grupos con dos animales cada uno: el grupo 1 fue
inoculado con Salmonella enterica Dublin, el grupo 2 con Yersinia enterocolitica O:9

y el grupo 3 con B. melitensis 16M.

Cada una de las cepas bacterianas se sembraron en medio de cultivo liquido
infusion cerebro corazén (Becton Dickinson) durante 16 h a 150 rpm.
Posteriormente se verificd la pureza del cultivo en medio sélido y por tincién de
Gram, después se llevé a cabo la inactivacion por calor (80 °C/20 min) se dej6 enfriar
a temperatura ambiente y finalmente se agreg6 0.5% de formol (concentracién final)

y se almacend a 4°C toda la noche.
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Culminado este tiempo se sembraron en medio solido y liquido para verificar la
correcta inactivacion. Por otro lado, a su llegada, los animales permanecieron en
cuarentena una semana, terminando este tiempo se llevdé a cabo una toma de
sangre de 2-3 ml por el plexo venoso ocular (tiempo 0). Previo a cada toma de
muestra los animales fueron sedados con isoflurano 3-4% administrado mediante
una maquina de anestesia inhalatoria. Los animales fueron inmunizados al dia 0,
7,14, 21 y 28 (figura 4) por via subcutanea (SC), a una concentracion de 1x10°
UFC/ml.

Con el objetivo de monitorear la produccion de anticuerpos se obtuvo una muestra
de sangre del plexo venoso ocular 14 dias posteriores a la primera inoculacion, y se
llevé a cabo un ELISA utilizando la metodologia de ELISA de seleccidon de sueros.

Una semana después de la ultima inoculacion (dia 28) se obtuvo la ultima muestra
sanguinea por via intracardiaca para obtener el mayor volumen posible. Finalmente

se obtuvo el suero y se almacené a -20°C hasta su uso.

Calendario de inmunizaciones de ratas.

# Grupo 1: # Grupo 2: #% Grupo 3:
S. Dublin Y. enterocolitica " B. melitensis
0:9 16M
Toma de muestra Toma de muestra Toma de
sanguinea y sanguinea y muestra
administracion administracion de sanguinea (via
de antigeno antigeno intracardiaca)
| Dia7 Dia 21 |
Dia 0 | Dia 14 | Dia 28
s Administracion Administracion y
o2 de antigeno de antigeno it

-

!

Figura 4. Esquema de inmunizaciones de ratas Wistar con diferentes antigenos.
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5.3. Despliegue en fagos

5.3.1. Bioseleccién

Se llevo a cabo la bioseleccion utilizando 2 bibliotecas, la primera fue Ph.D.-12
(New England Biolabs®, No. de Cat. E8110S, Massachusetts, Estados Unidos), esta
biblioteca expresa 12 aminoécidos en la proteina menor de capside (p3) el

procedimiento se llevé a cabo con un suero de cabra sin adsorber.

La siguiente biblioteca fue Ph.D.™-C7C (New England Biolabs®, No. de Cat.
E8120S), la cual expresa un péptido de 7 aminoacidos flanqueados por cisteinas,

para la bioseleccién se utilizé un suero de cabra adsorbido.

Para ambas bibliotecas la metodologia que se siguid fue la propuesta por Cano y
colaboradores (2004) con algunas modificaciones, el procedimiento fue el siguiente:
se sensibiliz6 una placa de 96 pozos maxysorp (Thermo Fisher Scientific®, No. de
Cat. 439454) con 0.5 microgramos (ug) del anticuerpo anti-porcion Fc de IgG
(Novus Biologicals®, No. de Cat. NBP172769, Colorado, Estados Unidos) diluido en

buffer de carbonatos y se incubd durante 16 h a 4 °C.

Posteriormente se retird el contenido de los pozos y se realizaron 3 lavados con
200 ul de PBS cada uno; los lavados se llevaron a cabo al término de cada
procedimiento. Posteriormente se bloqued con 200 ul de PBS-BSA (Sigma-Aldrich®,
No. de Cat. 9048-46) al 2% durante 1.5 h a 37 °C, al terminar se agrego el suero a
una diluciéon 1:50 diluido en PBS-BSA (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. 9048-46) al
0.1% e incubo durante 4.5 h a 4°C.

Después se agrego la biblioteca de bacteri6fagos diluida en PBS-BSA 0.1% a un
volumen final de 100 ul por pozo y se incub6 durante 4.5 h a 4°C. Posteriormente
se llevé a cabo la elucién con glicina-HCI 0.2 M (Bio-Rad Laboratories® No. de Cat.
1610718, California, Estados Unidos) (Sigma® No. de Cat. 320331) se agregaron
100 pl por pozo e incubd 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se incubé

por 10 min a 37°C. El contenido de los pozos se depositd en un tubo que contenia
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25 ul de tris-HCI 1 M (Bio-Rad Laboratories®, No. de Cat. 1610716) con la finalidad

de neutralizar el fago. Por ultimo, los tubos se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

5.3.2. Amplificacion de fagos

La amplificacién y seleccion de fagos se realizd siguiendo las indicaciones del
laboratorio (Biblioteca comercial Ph. D 12 y C7C New England Biolabs®). La cepa
de E. coli TG1 K-12 supE thi-7 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5, (r«'mk’) se incubo
durante 16 h a 250 rpm, para la amplificacion se agregaron 500 ul de esta cepa a
50 ml de caldo Luria-Bertani (Dibico®, 1236-E, Edo. Mex, México) y 320 ul del fago
eluido obtenido de cada ronda de bioseleccion, se incub6 durante 4.5 h a 250 rpm.
Al finalizar, se recolecté el medio en un tubo conico, se centrifugd por 15 min a
16639 g. A 40 ml del sobrenadante se le agregaron 8 ml de polietilenglicol (PEG)
8000 20% / 2.5 M de NacCl (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. 89510) (Sigma-Aldrich®,
No. de Cat. S9888) se mezcld y se mantuvo a 4 °C toda la noche.

Terminando este tiempo, se llevo a cabo el proceso de precipitacion el cual consistio
en centrifugar a 16639 g durante 15 min a 4°C, después se descarto el
sobrenadante, y el pellet se resuspendié en 1 ml de tris buffer salino (TBS). Se
agregaron 200 pl de PEG 8000 20% / 2.5 M de NaCl y se incub6 durante 1 h a 4°C.
Se volvi6 a centrifugar a los mismos parametros antes mencionados, se eliming el
sobrenadante y el pellet se resuspendio en 200 ul de TBS. Para finalizar se volvio
a centrifugar con el objetivo de eliminar por completo restos celulares, y se obtuvo
el sobrenadante para después almacenarlo a 4 °C hasta su uso. Al terminar el
proceso de amplificacién se llevd a cabo otra ronda de bioseleccién, utilizando el
amplificado de la ronda anterior y asi sucesivamente hasta completar 5 o 4 rondas

segun se indique.
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5.3.3. Titulacion de fagos

Con el objetivo de calcular el numero de fagos se llevé a cabo el proceso de
titulacion; de cada tubo con fagos eluidos y/o amplificados se tomaron 2 ul, y se
llevaron a cabo diluciones seriadas (1:500) en medio LB. Después del tubo que
correspondiera se tomaron 10 ul y se depositaron en un tubo que contenia 200 pl
de E. coli TG1 (previamente crecido durante 16 h) y se incub6é por 5 min.
Posteriormente se agreg6 a un tubo que contenia 4 ml de top agar y se sembro en
cajas petri con agar LB que contenia X-gal (Thermo Fisher Scientific®, No. de Cat.
R0404) e IPTG (Thermo Fisher Scientific®, No. de Cat. 15529019) y se incub6
durante toda la noche a 37°C. Finalmente se cuantificé el niumero de unidades
formadoras de placa (UFP).

Las clonas individuales para experimentos posteriores, se seleccionaron al azar de
cajas petri que correspondian a rondas de elucion y amplificacion de la ronda 3 en
adelante. Con ayuda de la base de una punta de 200 ul se extrajo una clona y se
depositdé en un matraz que contenia 50 ml de caldo LB, posteriormente se continu6

con el proceso de amplificacion y titulacion, como se describio anteriormente.

5.4. Analisis de clonas

5.4.1. ELISA de fagos

Con el objetivo de iniciar la seleccion de las clonas reactivas a B. melitensis se llevo
a cabo una ELISA de fagos de acuerdo a la metodologia de Lehmann vy
colaboradores (2004), con modificaciones, se sensibilizé6 una placa de 96 pozos
maxysorp (Thermo Fisher Scientific®) con 1x10'2 UFP, obtenidas de las rondas de
bioseleccion, después se incubd durante toda la noche a 4 °C; terminando este
tiempo se decantd el contenido de la placa y se lavé con PBS-Tween 20 (Sigma-

Aldrich®) al 0.05%, los lavados se llevaron a cabo al término de cada procedimiento.
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Posteriormente se bloqued con 100 pl de caseina-PBS al 5%y se incub6 1 h a 37°C;
enseguida los sueros se diluyeron 1:250 con PBS, se colocaron 100 pl de la dilucion
en el pozo correspondiente y se incub6 por 1 h a 37°C. Por ultimo, se realiz6 una
dilucién 1:5000 de la IgG anti-cabra marcada con peroxidasa (Thermo Fisher
Scientific®) agregando 100 pl a cada pozo, se dejo incubar 1 h a 37°C. Para el
revelado se agregaron 100 pl de ABTS (Sigma-Aldrich®) en cada pozo, finalmente
se cubrio la placa con papel aluminio y se incub6 durante 25 min a 37 C. Terminando

este tiempo se realiz6 la lectura en un lector de ELISA a 405 nm.

Para discriminar clonas positivas y negativas se determiné el punto de corte; éste
se defini6 como el promedio de las lecturas del control negativo, +/- tres
desviaciones estandar. Como un control negativo se utilizé un fago M13 silvestre,

no expresa ni despliega ningun péptido en su superficie.

Este procedimiento también se llevo a cabo con los sueros hiperinmunes de ratas
inmunizadas con Yersinia enterocolitica O:9 y Salmonella Dublin con el objetivo de

eliminar las clonas que tengan reaccion cruzada con estos sueros.

5.4.2. Dot Blot con fagos

Utilizando como antigeno de captura las clonas de fagos obtenidas del proceso de
bioseleccion con la biblioteca Ph. D. 12 se llevo a cabo un dot blot; como control se
utilizd6 antigeno crudo de Brucella melitensis 16M y Brucella abortus S19 que
previamente se inactivaron por calor hasta alcanzar una ODeoo de 0.6 y bacteriéfago

M13 silvestre.

Se sensibiliz6 una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories®, No. de Cat.
1620115) con 5 pl de cada una de las clonas de fagos o M13 a una concentracion
1x10%* UFP o bien del antigeno de Brucella, posteriormente se incubd durante 1 h a
temperatura ambiente (la temperatura fue la misma durante todos los procesos de

incubacion).
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Posteriormente se llevd a cabo el equilibrio de la membrana depositandola en un
recipiente que contenia buffer de transferencia durante 5 min, finalizando este
tiempo se depositd en un recipiente que contenia caseina-PBS al 5%, y se incub6
durante 1 h; terminando este tiempo se llevaron a cabo 3 lavados con PBS 1X+
tween 20 al 0.05% cada uno con una duracién de 5 min en agitacién orbital, (este
proceso se realiz6 al término de cada incubacion) después la membrana se colocé
en un recipiente que contenia PBS 1X + suero positivo o negativo a B. melitensis a
una concentracion 1:1 y se incubd durante 1 hora, al terminar se agregé el
anticuerpo secundario anti-lgG de cabra marcado con peroxidasa de rabano
(Thermo Fisher Scientific®) a una dilucion 1:2500 y se incub6 durante 1 h. Después
se llevé a cabo el revelado con 4-cloro-1-naftol (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. C8890)
se incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente se detuvo la reaccion

con lavados de agua destilada estéril.

5.4.3. Secuenciacioén y analisis bioinformatico

De las clonas de fagos reactivas a sueros positivos de B. melitensis se llevo a cabo
la extraccion de DNA siguiendo las indicaciones del fabricante de las bibliotecas
comerciales (New England Biolabs®). Brevemente, se tomaron 500 ul de la solucién
de fagos y se afadieron a un tubo que contenia 200 ul de una solucion de 20%
PEG/ 2.5 M de NaCl. Posteriormente, se mezclé y dejoé reposar de 10-20 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 18037 g por 10 min a 4°C y se decanto el
sobrenadante, después se le anadié 100 pl de buffer de ioduro (10 mM Tris-HCI (pH
8.0), 1 mM EDTA, 4 M loduro de sodio) (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. 324503)
(Sigma-Aldrich®, 383112) con el objetivo de lisar al bacteriéfago y obtener el DNA.
Después el tubo se agitd vigorosamente y se anadieron 250 ul de etanol absoluto y
se incub6 de 10-20 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd a
18037 g 10 min. a 4°C, se decant6 el sobrenadante y se lavé con 500 ul de etanol
al 70% (almacenado a -20°C), se volvié a centrifugar y decantar el sobrenadante, y

se dejo secar. Se resuspendio en 30 pl de agua grado biologia molecular (Thermo
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Fisher Scientific®, No. de Cat. 10977035) y se cuantific6 el DNA usando un

espectrofotometro.

La secuenciacion se llevd a cabo en el Instituto de Biotecnologia (IBt) de la
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), por el método de Sanger
utilizando el primer -96 glll (New England Biolabs, No. de Cat. E8110S, USA).

El andlisis de las secuencias se realiz6 con el programa Sequencher version 5.4.6
(DNA Sequence Analysis Software, GeneCodes Corporation, USA), finalmente
cuando la secuencia era conocida se analizé con la herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI, con el objetivo de conocer con que

proteina de Brucella melitensis tenian homologia para poder inferir su funcion.
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6. RESULTADOS
6.1. Seleccion de suero

Con el proposito de seleccionar el suero con el que se llevarian a cabo los
experimentos futuros, se realizO un ELISA con sueros de diferentes cabras
desafiadas con B. melitensis 16M a través de varios dias (Figura 5). Se puede
observar que en el dia 35 se obtuvo el valor mas alto de absorbancia lo cual sugiere
una mayor reactividad del suero con el antigeno de Brucella. Los resultados son
homogéneos, es decir, los 3 animales tuvieron el resultado més alto en este dia. Por

lo tanto, se decidio llevar a cabo los deméas experimentos, con los sueros del dia 35.
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Figura 5. Evaluacién de la produccion de anticuerpos através de los dias
post-infeccion (21,28,31 y 35) en cabras desafiadas con Brucella melitensis.
Como control (-) se utilizé el suero de un animal no infectado. Los resultados se

expresan en D.O. como las medias + DE (n=3).

31



6.2. Adsorcion de sueros

La cantidad presente de anticuerpos dirigidos a los microrganismos B. abortus S19,
E. coli, S. Dublin, P. multocida y M. haemolytica en sueros sin adsorber se midi6 por
medio de la técnica de ELISA. En la Figura 6 se observa que todos los animales
tienen anticuerpos contra los microorganismos evaluados; sin embargo, el titulo mas
alto es contra M. haemolytica, esto puede suponer interferencia en el proceso de

bioseleccion, por este motivo se procedio a la adsorcién de los sueros.
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Figura 6. Evaluacion de la reactividad de sueros positivos y negativos a B.
melitensis contra diferentes antigenos por medio de ELISA. Los resultados se

expresan en D.O. como las medias + DE (n=3).
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Con esta metodologia se logré eliminar algunos de los anticuerpos presentes en el
suero dirigidos contra otras bacterias Gram negativas. Sin embargo, se observo
gue después de hacer la adsorcion contra M. haemolytica el suero siguio
reaccionando con esta bacteria, siendo los titulos incluso mas altos que los dirigidos
a Brucella. Por lo tanto, se decidio llevar a cabo una segunda adsorcién solo contra
este antigeno; esto solo se llevd cabo con el suero 266 (que tenia un mayor

volumen).

Los resultados se muestran en la Figura 7 (barra gris). Los niveles de anticuerpos
disminuyeron a mas de la mitad, con esto eliminamos anticuerpos que pudiesen
intervenir en el proceso de bioseleccion con despliegue en fagos y en algun

momento causar una reaccion cruzada.
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Figura 7. Evaluacion de la adsorcion de sueros positivos y negativos a B.
melitensis contra diferentes antigenos. Los resultados se expresan en D.O.

como las medias + DE (n=3).
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Con toda esta informacion recabada se llevo a cabo el biopanning con la biblioteca

Ph. D.-C7C, utilizando un suero adsorbido.

6.3. Bioseleccidn

Se llevaron a cabo 4 rondas de bioseleccion con la biblioteca Ph. D.-C7C; la

cantidad total de fagos obtenidos se determin6 en cada ronda (Tabla 1).

Podemos observar que en cada ronda de bioseleccion aumentd el porcentaje de
fagos unidos a los anticuerpos contenidos en el suero, esto muestra el

enriquecimiento de la poblacion de fagos.

Tabla 1. Titulo obtenido en cada ronda de bioseleccion (Ph.D.-C7C) para

Brucella melitensis

Ronda de Fago de entrada Fago de
bioseleccion (UFP/mI) recuperacion

(UFP/ml)

1 5.6x10% 8.0x10°

2 3.1x10%3 1.2x10’

3 3.2x10%3 3.0x10°

4 7.5x10% 1.6x108

También se llevaron a cabo cinco rondas de bioseleccion con la biblioteca Ph.D.-
12, utilizando el suero 169 sin adsorber, y de acuerdo con este procedimiento
podemos observar (Tabla 2) que el nimero de fagos obtenidos aumentd a medida
gue el proceso de bioseleccion avanzaba esto al igual que en la biblioteca anterior

nos indica el enriquecimiento de la poblacién de fagos.
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Tabla 2. Titulo obtenido en cada ronda de bioseleccién (Ph.D.- 12) para

Brucella melitensis.

Ronda de Fago de entrada Fago de recuperacion
bioseleccion (UFP/ml) (UFP/mI)
1 1.8x10%3 2.6x10*
2 1.4x10% 6.0x107
3 4.8x1013 4.0x107
4 3.0x10%? 4.0x107
5 1.2x10%3 1.2x10°

6.4. Andlisis de clonas

Para la biblioteca C7C se eligieron 20 clonas al azar a partir de la ronda tres; se
evaluaron mediante ELISA de fagos, se calcul6 el punto de corte, obteniendo un

valor de 0.655 de absorbancia, de acuerdo a esto todas las clonas son reactivas a

4y 20

sueros positivos a Brucella melitensis (Figura 8).

1
0.8

O: 0.6

004
0.2

Clonas individuales biblioteca Ph.D - C7C

o

mmm Suero positivo a B. melitensis EmmSuero negativo a B. melitensis

Figura 8. Reactividad de clonas de fagos biblioteca C7C a sueros positivos y

negativos de B. melitensis por medio de ELISA. Los resultados se expresan en

D.O. como las medias + DE (n=3). La linea punteada representa el punto de corte,
las barras color rojo corresponden al fago M13 como control.
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Finalmente, estas clonas se purificaron y titularon para llevar a cabo la extraccion
de material genético; posteriormente se llevd a cabo la secuenciacion y andlisis con
el programa bioinformatico secuencher y la herramienta de alineamiento local Blast.

De acuerdo con los resultados del analisis bioinformatico las secuencias de las
clonas se identificaron como proteinas de B. melitensis, las cuales intervienen en
procesos metabolicos (Tabla 3); cabe destacar que dos de las clonas (4 y 20)

contienen la misma secuencia.

Tabla 3. Analisis e identificacion de las secuencias de clonas obtenidas
con la biblioteca Ph.D.- C7C.

Analisis de secuencias clonas biblioteca P. h D. -C7C

Clona Secuencia Descripcion E % de
valor identidad
1 CHHDNVAMC Factor de 9.4 100.00%

elongacién termo
inestable (EF-Tu)

3 CPHTLLAVC Proteina cobg 2.3 100.00%
4Y 20 CGYDETATC Exopolifosfatasa 13  100.00%

7 CASLRNDSC Sulfato 6.6 85.71%
adeniltransferasa

12 CTTHTYFGC Proteina 14 83.33%
Hipotética

14 CPELSARGC Proteina 0.59 85.71%
hipotética

15 CETRYFSAC Proteina 0.59 85.71%
hipotética
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Para la biblioteca Ph. D.- 12 se seleccionaron aleatoriamente 24 clonas a partir de
la ronda 3 de bioseleccién y posteriormente se evaluo su reactividad en un ELISA-I
utilizando sueros positivos y negativos a B. melitensis, utilizando las clonas como

antigeno de captura.

Con el objetivo de discriminar clonas reactivas y no reactivas a los sueros se
determind el punto de corte obteniendo un valor de 0.631 de absorbancia. Con base
en lo anterior se reconocieron 21 clonas reactivas a sueros positivos, el valor de
absorbancia es menor en el fago M13 y en los sueros negativos, esto indica que la
reactividad y especificidad solo ocurre entre el suero positivo y los fagos que
expresan péptidos en su superficie (Figura 9).
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B Suero control positivo EE Suero control negativo mss=M13

Figura 9. Reactividad de clonas de fagos de la biblioteca Ph.D.-12 por
medio de ELISA, utilizando sueros positivos y negativos a B.
melitensis. Las clonas marcadas en color amarillo obtuvieron la misma
secuencia, las barras color rojo corresponden al fago M13 como control. Los
resultados se expresan en D.O. como las medias + DE (n=3).
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Las clonas que obtuvieron una D.O. arriba del punto de corte fueron secuenciadas
y posteriormente se analizaron con la herramienta bioinformética de alineamiento
local BLAST, con el objetivo de alinear la secuencia de las clonas con esta base de

datos, y de esta manera predecir la funcion que ejercen en el metabolismo de

Brucella.

Como resultado todas las clonas a excepcion de 4 (clona 3,10,13 y 17) intervienen
en diferentes procesos metabdlicos, las cuatro restantes estan catalogadas como

proteinas hipotéticas, los resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Analisis e identificacion de las secuencias de clonas obtenidas con
la biblioteca Ph. D.-12.

Clona Descripcion E % de identidad
valor
2 Treonina-fosfato descarboxilasa 1.4 85.71%
3 Proteina hipotética 55 83.33%
4 Hidrolasa UxaA 16 100.00%
5 Exportador de sulfito de la familia 6.6 85.71%
de proteinas Tau / SafE.
9 Peptidil prolil isomerasa 11 83.33%
10 Proteina hipotética 45 100.00%
11 MscS canal de iones 7.9 100.00%

mecanosensibles

12 Helicasa 16 87.50%

13 Proteina hipotética 5.5 83.33%

14 Proteinas Anti-frezze 11 100.00%

15 Proteina hipotética de membrana 2.7 85.71%

16 Enzima Propionil-CoA carboxilasa 46 83.33%

17 Proteina hipotética 1.4 70.00%

18 Quelatasa de cobalto subunit 16 83.33%
CobS

19 3-hidroxibutiril-CoA 0.16 88.89%

deshidrogenasa

20 Familia SDR oxidorreductasa 23 87.50%

22 Biotin carboxylase 23 100.00%

23 Proteina de reparacion de 33 100.00%

desajuste
ly21 RNA polimesara factor sigma 5.9 7%

RpoD
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Con el objetivo de explorar otro método diagndéstico en el cual se utilicen las clonas
de fagos como antigeno de captura se llevé a cabo un dot blot de fagos; utilizando
las 6 clonas que obtuvieron mayor reactiidad en el ELISA de fagos (clona 10, 9, 8,
3, 18y 17). Para poder comparar la eficacia de este método se utilizé como control
antigeno crudo de B. melitensis y B. abortus, el resultado se muestra en la Figura
10.

Como podemos observar la sensibilidad de este método es menor, ya que la
intensidad de la mancha es muy similar al compararla con el resultado del M13, es
decir, un fago que no expresa ningun péptido en su superficie. Al utilizar el antigeno
crudo de Brucella la mancha se intensifica, lo cual siguiere una sensibilidad mayor

como antigeno de captura al compararla con las clonas de fagos.

Por lo tanto, concluimos que este método utilizando como antigeno de captura las
clonas de fagos no es el mejor, ya que podemos inferir que su nivel de sensibilidad
es bajo, pues no detectd los sueros de cabras desafiadas con B. melitensis como

positivos.

Fago B. B.
M13 melitensis abortus

8 3 18 17

Figura 10. Evaluacién de la reactividad de sueros positivos a B.
melitensis por medio de DOT-BLOT, utilizando diferentes antigenos de
captura. Se utilizaron 6 clonas de fagos de la biblioteca Ph D. 12, como

control se utilizé el fago M13 y antigeno crudo de Brucella.
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Con el objetivo de evaluar la reactividad cruzada de las clonas de fagos se llevo a
cabo la produccion de sueros hiperinmunes en el modelo de rata, con el propdsito
de generar muestra de referencia para su uso en experimentos posteriores. Esto se
llevé a cabo en ratas Wistar utilizando antigenos de B. melitensis, Y. enterocolitica

0:9 y Salmonella Dublin previamente inactivados.

Para monitorear la produccién de anticuerpos se obtuvo una muestra sanguinea 14
dias posteriores a la primera inoculacion, y se llevé a cabo un ELISA utilizando como
antigeno de captura el antigeno administrado a cada animal. Los resultados se
muestran en la figura 11, se observa que las inmunizaciones obtuvieron una
respuesta positiva, ya que en el dia 14 se encontré un mayor nivel de anticuerpos
contra los microorganismos inoculados, esto con respecto al dia 0. De acuerdo con
estos resultados las ratas respondieron al estimulo y la produccion de anticuerpos

aumento a lo largo del estudio.
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Figura 11. Evaluacién de la produccién de anticuerpos de ratas inmunizadas
con diferentes antigenos por medio de ELISA. Los resultados se expresan en D.O.
como las medias + DE (n=3).
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Finalmente se llevaron a cabo ELISAS con el objetivo de identificar las clonas que
no tuvieran reaccion a los sueros hiperinmunes de ratas inmunizadas con antigeno
de Y. enterocolitica O:9 y Salmonella Dublin; estas clonas previamente fueron

identificadas como reactivas a sueros de cabras positivas a B. melitensis.

Se calculd el punto de corte por clona, éste se defini6 como el promedio de las
lecturas de los sueros negativos a B. melitensis de ratas al dia 0, a este promedio

se le sumaron tres desviaciones estandar.

Los resultados se muestran en densidad Optica, para las clonas de la biblioteca
Ph.D. -12 fueron 1.9194 para la clona seis, 1.4434 para la clona siete y 1.2264 para
la clona 19 (figura 12); para las clonas de la biblioteca Ph.D. — C7C fueron 0.7725

para la clona tres y 1.2076 para la clona 14 (figura 13).
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Figura 12. Evaluacion de la reactividad cruzada de clonas de fagos de la biblioteca
Ph.D.-12 a diferentes antigenos por medio de ELISA. Los resultados se expresan en

D.O. como las medias + DE (n=3). La linea punteada representa el punto de corte.

42



3.0+

25- I

2.0
D pe—
d 1.5
= ™
1.0 4
———
0.5+
Misininisisln H _
M13 3 14
Clonas individuales Biblioteca Ph.D.-CT7C.
= B. melitensis (+) 1 B. melitensis (-)
=3 S. Dublin (+) =3 S.Dublin (2
[ Y. enterocolitica O:9 (+) 1 Y. enterocolitica O:9 (=)

Figura 13. Evaluacion de la reactividad cruzada de clonas de fagos de la biblioteca
Ph.D.-C7C a diferentes antigenos por medio de ELISA. Los resultados se expresan en
D.O. como las medias + DE (n=3). La linea punteada representa el punto de corte.

Los resultados indican que, 5 clonas no presentaron reaccion cruzada con sueros
de ratas inmunizadas con Salmonella Dublin: las clonas 6, 7 y 19 de la biblioteca
Ph.D. -12 y las clonas 13 y 14 de la biblioteca Ph.D.-C7C; sin embargo, todas las

clonas analizadas cruzan con los sueros de Y. enterocolitica O:9.
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7. DISCUSION

La brucelosis es una enfermedad que aun representa un desafio en todo el mundo
debido a la capacidad de estos microorganismos de tener multiples especies de
hospederos animales, la epidemiologia compleja y las limitaciones en el diagnostico
(Franc et al., 2018).

El diagnéstico de laboratorio se basa en tres enfoques diferentes: (i) diagndstico
directo por aislamiento, (ii) diagndstico indirecto por pruebas serologicas vy (i)
diagnostico por biologia molecular. A pesar de la experiencia establecida con las
pruebas seroldgicas y las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos, el cultivo
todavia se considera el “estandar de oro” debido a su relevancia clinica y
epidemiologica (Buenaventura et al.,, 2021). Sin embargo, esta metodologia
conlleva varias desventajas, las mas importantes, el aspecto de bioseguridad y la

necesidad de contar con personal calificado.

Por este motivo se han desarrollado pruebas seroldgicas que resuelven este
problema; sin embargo estas técnicas presentan ciertas desventajas (Al Dahouk y
Nockler, 2011), una de las mas importantes son las reacciones cruzadas con otras
bacterias Gram negativas, entre otras; por lo tanto, no se puede suponer que los
animales estén libres de brucelosis o estén infectados basandose Unicamente en

las pruebas seroldgicas disponibles.

La aplicacion y desarrollo de antigenos proteicos especificos parece ser una posible
estrategia para minimizar estos inconvenientes, dicho lo anterior en este trabajo se
identificaron péptidos que pueden ser utilizados en el diagndstico de la brucelosis
en animales, éstos se identificaron por medio de la técnica conocida como

despliegue en fagos.
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A lo largo del tiempo se han llevado a cabo algunas investigaciones en donde se
integra la técnica de despliegue en fagos y Brucella spp. ya sea con el objetivo de
dilucidar la interaccién entre algunas moléculas como lo es el sistema de secrecion
tipo IV y sus componente VirB5-VirB6 (Villamil et al., 2012), VirB10 dentro de VirB6
(Villamil et al., 2012) VirB8 y VirB10 (Sharifahmadian et al., 2017) y VirB5 (Deng et
al., 2019). También se han identificado proteinas que intervienen en la adherencia
de Brucella (Posadas et al., 2012) asi como las que intervienen en la invasion (Li
et al., 2014).

Otra aplicacién de esta metodologia es la identificacion de péptidos para su uso en

el diagnostico.

Quiza el primer trabajo reportado es el de Lichtfouse y colaboradores (1995) en
donde se expreso una proteina de membrana externa (OMP 89) de B. abortus, con
el objetivo de crear un método de diagnostico mas especifico, por medio de un
inmunoensayo. En este estudio se utiliz6 un anticuerpo monoclonal especifico
dirigido a OMP 89 para el proceso de bioseleccion, y llevaron a cabo 3 rondas, este
namero de rondas es comun ya que los expertos recomiendan entre 3 a 5 rondas
para obtener un grupo de fagos enriquecidos con union especifica (Fernandez et

al., 2008); en nuestro estudio se llevaron a cabo 4 y 5 rondas.

Con su inmunoensayo Lichtfouse y colaboradores lograron detectar 68% de los
sueros positivos, este bajo porcentaje quiza se deba a una mala eleccién del
anticuerpo monoclonal para la bioseleccién y no a la técnica utilizada; ya que otros
autores han logrado obtener resultados prometedores con esta técnica; un ejemplo
son Abbady y colaboradores (2011) quienes lograron reconocer péptidos
especificos de B. abortus y B. melitensis, utilizando anticuerpos policlonales de

cadena pesada, obtenidos de un camello inmunizado con Brucella.
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Lo anterior se asemeja a la metodologia de nuestro estudio en donde utilizamos
sueros de cabras inmunizadas con B. melitensis, es decir un suero policlonal para
el proceso de bioseleccién, ya que la sangre de un animal infectado contiene una
buena fuente de anticuerpos especificos de union a antigenos (Abbady et al., 2011)
a diferencia de los anticuerpos monoclonales (AcM). Los AcM tienden a seleccionar
un solo sitio de unién, un péptido seleccionado con un AcM durante el proceso de
bioseleccion puede tener una adaptabilidad excelente para un paratopo en
particular, pero esta capacidad de imitar al antigeno original depende
completamente de la forma y las propiedades moleculares del sitio de union del
anticuerpo. Es posible que estos anticuerpos no sean los mejores para inducir el
repertorio de receptores de células B (Vispo y Puchades, 2001).

Aunado a que los anticuerpos monoclonales son mas laboriosos y costosos de
producir, en comparacion con los anticuerpos policlonales, estos se dirigen a
multiples epitopos vy, por lo tanto, contienen especificidades que cubren la gama
completa de epitopos en un antigeno que se presenta al sistema inmune y suelen
tener mayor avidez por el antigeno en cuestion; esto es a pesar de que la mayoria
de los anticuerpos presentes en una muestra policlonal estan dirigidos contra

epitopos conformacionales (Read et al., 2009).

Lo anterior queda demostrado en los resultados obtenidos en nuestro estudio en
donde logramos identificar 5 péptidos capaces de diferenciar entre sueros
hiperinmunes de Salmonella Dublin y Brucella melitensis, y los alcanzados por
Abbady y colaboradores (2013) en donde por medio de una seleccion negativa
pudieron identificar 2 péptidos capaces de eliminar la reccion cruzada entre Yersinia

spp. y Brucella spp.

Beninati y colaboradores (2009) utilizaron esta técnica para identificar péptidos
especificos anti-LPS del epitomo A y C, utilizando un anticuerpo monoclonal, en
esta investigacion utilizaron 3 bibliotecas de péptidos expresados en fagos de 9, 12

y 15 aminoacidos fusionados en la proteina pVIll del fago M13; el uso de diferentes
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tipos de bibliotecas de bacteriofagos también es recomendable, en nuestro estudio
se utilizaron 2 bibliotecas la Ph.D.-C7C y Ph.D.-12 expresados en la plll del fago
M13. Las funciones biol6gicas de los bacteri6fagos no se ven afectadas con las
fusiones a su extremo amino. Por el contrario, con la insercion de péptidos de mas
de 10 amino&cidos en todas las copias de la proteina pVIIl no se obtienen los
mejores resultados, debido a que no permite el ensamblaje de la capside (lannolo
et al., 1997) ya que pueden afectar la infeccion de los fagos a través del pili de E.
coli (Ping et al., 2021).

pVIll se usa cominmente para mostrar péptidos cortos (6 a 8 aa) debido a su
abundancia en la capside del fago (Fernandez et al., 2008). plll tolera inserciones
mas grandes (Fernandez et al., 2008) por ejemplo de 12 aa como fue el caso de
este estudio. Para los péptidos cortos, se han introducido modificaciones como es
el afadir cisteinas en los extremos, esto con el propdsito de que se forme un asa
(loop) que permita mimetizar epitopos estructurales (Berrocal, 2013). La gran
diferencia entre ambos tipos de bibliotecas es que en las lineales (Ph.D.-12) el
péptido se encuentra libre y puede asumir multiples conformaciones, es por eso que
suelen ser mas versatiles en el sentido que para epitopos lineales generalmente se
encuentran mas clones positivos que cuando se utilizan las bibliotecas restringidas
(Ph.D.-C7C) (Vispo y Puchades, 2001). Tomando en consideracion esta
informacion, en este estudio logramos identificar mas péptidos especificos
utilizando la biblioteca Ph.D.-12, 19 contra 7 de la biblioteca Ph.D.-C7C.

También es recomendable llevar a cabo una seleccion negativa de las clonas de
fagos, Hayhurst y colaboradores (2003) utilizaron anticuerpos anti-LPS de Brucella,
con el objetivo de eliminar los péptidos dirigidos a esta molécula y aumentar la
especificidad; finalmente 2 de los 94 péptidos evaluados fueron los seleccionados.
Algunos expertos difieren con el hecho de que esta seleccion negativa debe

realizarse al inicio del proceso (Lim et al., 2019) incluso, han propuesto diversas
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técnicas con resultados prometedores, esto para evitar la union no especifica de

fagos y obtener resultados de deteccion més efectivos (Yun et al., 2019).

Esta metodologia se asemeja a la que se llevé a cabo en este estudio, la cual se
realiz6 solo con el suero utilizado en la bioseleccion con la biblioteca Ph.D.-C7C, los
resultados sugieren un aumento en la especificidad, ya que 2 de los 7 péptidos
identificados lograron diferenciar entre sueros hiperinmunes de S. Dublin y B.
melitensis a diferencia de la biblioteca Ph.D.-12 en donde de 19 péptidos
identificados solo 3 lo lograron; sugerimos que esto se investigue y se aplique en

estudios futuros, para ampliar el panorama respecto a las reacciones cruzadas.

Las pruebas serologicas disponibles para el diagndstico de brucelosis en cabras
son la prueba de tarjeta al 3% y fijacion del complemento; la primera es una técnica
bastante util, rapida y tiene la ventaja de que puede realizarse con el suero sin diluir,
ademas el porcentaje de sensibilidad suele ser alto entre 94.33% y 98.04%. A pesar
de ello presenta un porcentaje de especificidad bajo, este se situa entre el 76,92 %
y 85,71%, esto da como resultado una cantidad reducida de falsos negativos pero

una cantidad significativa de falsos positivos (Hosein et al., 2017).

Por lo tanto, se requiere una prueba con mayor indice de especificidad,;
generalmente esta caracteristica la encontramos en los péptidos obtenidos a partir
de despliegue en fagos. En veterinaria se ha utilizado para aumentar los indices de
especificidad en el diagnéstico de algunas enfermedades (Alizadeh et al., 2021) por
ejemplo, leishmaniosis canina (Machado et al., 2019), rabia (Yang et al., 2013)
entre otras; en este trabajo se logro identificar 27 péptidos capaces de diferenciar
entre el suero de un animal sano y posteriormente, identificaron este mismo suero

como positivo, esto después de desafiar al animal con B. melitensis.

Con respecto a la técnica de fijacion del complemento Hosein y colaboradores
(2017) reportan una sensibilidad y especificidad de 93.46% y 88.23%
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respectivamente; sin embargo, es una técnica que no suele utilizarse debido a su
complejidad técnica, ya que es dificil de ejecutar, requiere buenas instalaciones y
una formacion especifica del personal para titular y conservar los reactivos
adecuadamente (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2018).

Este inconveniente también es eliminado al utilizar los péptidos de despliegue en
fagos, ya que la produccion de los péptidos suele ser rapida, simple y rentable
porque no es indispensable contar con aparatos ni personal especializado (Alizadeh
et al., 2021). Esto se debe a los principales atributos de los bacteriéfagos, que
incluyen estabilidad respecto a los cambios de temperatura y pH, un bajo costo de

produccion y una operacion facil (Ping et al., 2021).

En este estudio se utlizaron 2 métodos ELISA y dot blot para determinar la
especificidad entre el péptido y los anticuerpos, sin embargo, de acuerdo a los
resultados, la técnica de dot blot mostro poca efectividad, pues la reaccion entre los
fagos y el suero fue poco visible si se compara con el antigeno crudo de Brucella.
Aunado a que el fago M13 silvestre mostro el mismo patron de mancha que en los
fagos que expresan péptidos, esto no indica que los péptidos identificados no sean
reactivos a sueros positivos de Brucella, si no que este sistema no es el idoneo para
el uso de estos péptidos, ya que con la técnica de ELISA la mayoria de las clonas

evaluadas fueron altamente reactivas.

Estos resultados son consistentes a los obtenidos por Geok y Wen (2014) en donde
compararon estos dos métodos, concluyendo que la técnica de ELISA era el mejor
método para evaluar sueros positivos, ya que al comparar los resultados con Dot
blot la sensibilidad se redujo a mas de la mitad; esto lo adjudican a que los pocillos
de las microplacas suelen ser mas sensibles, ya que estan fabricados

especificamente para detectar sustancias en muestras bioldgica.

A lo largo del tiempo se han implementado otras técnicas seroldgicas en el intento
de superar las limitaciones de las pruebas convencionales, como lo son el ELISA
competitivo (c-ELISA) del laboratorio ID Vet o ELISA indirecto (ELISA-I) de los

laboratorios Svanova, Idexx y Bionote. La ventajas que representan estas técnicas
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es que amplian el panorama en cuanto al tipo de muestra requerida, pues para
todas puedes utilizar suero, leche o plasma (Suéarez, 2015). Sin embargo, la
principal desventaja es que todas se basan en la deteccién de anticuerpos, en
particular de la clase IgG1 contra el LPS, el cual se usa como antigeno de captura,
en el caso del ELISA competitivo utiliza un anticuerpo monoclonal especifico para

una porciéon de la cadena “O” del LPS de Brucella.

La cadena O contiene cuatro tipos de epitopos: A, M, C y C/Y, los epitopos de la
cadena O difieren en el nUmero de unidades del homopolimero N-formil-perosamina
(perosamina) y en el tipo de enlaces entre estas moléculas. EIl epitopo A cuenta
con mas de 5 unidades de perosamina, unidas por enlaces a 1-2. El epitopo M
incluiria al menos un enlace a 1-3 y el epitopo C incluiria menos de 5 unidades de
perosamina en enlaces a 1-2, por ultimo, el epitopo C/Y estd compuesto por dos
unidades de perosamina en enlace a 1-2 (Garcia, 2011).

Este tipo de enlaces se encuentran en todas las cepas de Brucella lisas, pero
también es comun en otros microrganismos como Yersinia enterocolitica serotipo
0:9 ya que su cadena O también esta compuesto por perosamina en enlaces
exclusivamente a 1 — 2 (Ducrotoy et al., 2016) ademas de determinantes comunes
al epitopo A pero no al M (Corbell, 1975). Esta similitud es elevada
aproximadamente del 98% (Alia et al., 2010) y seria la responsable de las

reacciones cruzadas.

Otra bacteria que puede causar reacciones falsas positivas es Salmonella ya que
su cadena O contiene determinantes antigénicos que se asemejan a estructuras
comunes a los epitopos A y M; pero solo forman una parte menor de la estructura
(Corbell, 1975) por lo tanto muestra una reactividad cruzada menos intensa
(Ducrotoy et al.,, 2016). Lo anterior respalda los resultados obtenidos en los
experimentos encaminados a eliminar las reacciones cruzadas, ya que solo fue
posible eliminar la reaccién contra Salmonella Dublin, no asi con Yersinia

enterecolitica O:9; esto por las marcadas diferencias estructurales en la cadena O
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entre Brucella y Salmonella, y la alta homologia reportada entre Brucella y Yersinia;

dificultando alcanzar nuestro objetivo.

Es dificil rastrear el origen de las reacciones cruzadas por lo que es un campo que
siempre permanece relativamente abierto a la investigacién (Ducrotoy et al., 2016),
si bien en nuestro estudio las clonas reaccionan con sueros de Yersinia, eliminar la
reaccion cruzada con al menos una de las bacterias mas reportadas es benéfico

para el diagnostico.

Y. enterocolitica O:9 puede causar infecciones leves en el ganado (Ducrotoy et al.,
2016) en cuanto a Salmonella la infeccion se presenta en rebafios mixtos y también
suele estar presente de manera habitual en el tracto digestivo (Pérez, 2019)
causando la produccién de anticuerpos contra estos agentes, sin embargo a
diferencia de Yersinia enterocolitica 0:9 el serotipo de Salmonella causante de las
reacciones cruzadas no esta plenamente identificado, en este estudio se eligio
Salmonella Dublin ya que es la responsable de causar enfermedades digestivas en

los pequefios rumiantes (Méndez et al., 1999).

Los resultados falsos positivos dificultan el diagnostico serolégico de la brucelosis,
se han realizado muchas modificaciones de diversas pruebas seroldgicas para
superar el problema, obteniendo un éxito limitado (Padilla et al., 2010). Este es el
caso de las proteinas de membrana externa (Omps) y BP26. Bai y colaboradores
(2021) compararon y analizaron estas proteinas para su uso en el diagnéstico, sin
embargo la capacidad para detectar sueros positivos utilizando una sola proteina
fue ligeramente pobre; esto se debe a que las Omps se encuentran expuestas en la
superficie de la membrana externa, sin embargo, son menos accesibles en las
cepas lisas que en las rugosas, debido al impedimento estérico que causan las
largas y abundantes cadenas O del LPS en las cepas lisas (Lopez, 2002) haciendo
necesario el uso de varias proteinas para aumentar la especificidad, sin embargo

esto también aumenta el riesgo de tener falsos positivos con Vibrio
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parahaemolyticus , Listeria monocytogenes, Legionella pneumophila,

Salmonella y Vibrio parahaemolyticus (Bai et al., 2021).

En otro estudio (Trotta et al., 2020) estandarizaron un ELISA utilizando antigeno
crudo de B. melitensis B115 (rugosa). Si bien no llevaron a cabo estudios de
reacciones cruzadas, practicamente todas las pruebas serolégicas contra Brucella
sp. que usen LPS, parte de LPS o células completas como antigeno presentaran
reacciones falsas positivas (Padilla et al., 2010) pues si bien se tiene plenamente
identificado al LPS como responsable de estas reacciones, también se han
reportado otras moléculas involucradas como una chaperona de 57,5 kDa o0 OMP
25 quienes mostraron reactividad contra sueros positivos de Y. enterocoliltica (Ko
et al.,, 2012). Por lo tanto, el hecho de apostar por reemplazar cepas lisas por

rugosas para eliminar estas reacciones no supone tener buenos resultados.

En el mismo estudio (Ko et al., 2012) identificaron proteinas citoplasmaticas y
citosolicas con potencial diagndstico o vacunal; concluyeron que estas eran las mas
aptas para este proposito comparandolas con OMPS, ya que solo reaccionaban a
sueros positivos de Brucella y no a otro tipo de sueros. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos en este estudio ya que todos los péptidos
identificados tienen una alta homologia con proteinas de este tipo, y
aproximadamente el 61% de los péptidos identificados mostraron alta reactividad

con sueros positivos y una marcada baja reactividad a sueros negativos.

Lo anterior puede representar una ventaja, ya que al tratarse de antigenos de tipo
intracelular solamente una exposicion prolongada de Brucella al sistema inmune
produciria anticuerpos contra esta; como sucede en una infeccion de campo,
fendmeno parecido al que presenta el hapteno nativo de Brucella (Gonzalez et al.,
2006), molécula que requiere la combinacién de altos titulos de anticuerpos y avidez

los cuales resultan de una infeccion activa por Brucella (Nielsen et al., 2006).
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El uso de una biblioteca de fagos para detectar un patégeno intracelular como

Brucella es atractivo porque puede permitir la identificacién de epitopos antigénicos

gue no se han identificado previamente a través de otros métodos (Williams, 2018)

como los identificados en este estudio. Esta investigacidn servira como base para

futuros estudios pues creemos que la combinacién de las técnicas adsorcion de

sueros y seleccidn negativa mejora considerablemente la especificidad.

8.

CONCLUSIONES

Este estudio logré la estandarizacion de un ELISA utilizando como antigeno
de captura los péptidos expresados en fagos filamentosos, obtenidos a partir
de la técnica de despliegue en fagos; con esta ELISA podemos diferenciar

entre animales seropositivos y seronegativos a la enfermedad.

Los fagos seleccionados eliminan las reacciones cruzadas con Salmonella
Dublin en ensayos de ELISA.

Los péptidos que se identificaron y analizaron tienen homologia con
proteinas internas de Brucella.

La técnica de despliegue en fagos es una alternativa rapida y especifica para
la busqueda de péptidos que sean de utilidad en el diagnostico serologico de

brucelosis y posiblemente de cualquier enfermedad.

PERSPECTIVAS

Llevar a cabo la validacion de la técnica de ELISA, para el diagnostico de la

brucelosis.
Evaluar la sintesis y uso de péptidos sintéticos a partir de las secuencias

reconocidas, para ensayos de ELISA.
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