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RESUMEN 

 

La brucelosis es una enfermedad zoonótica, de origen bacteriano y es endémica en 

la mayor parte del mundo, incluido México. El diagnóstico oportuno es una 

herramienta importante para el control y erradicación de la enfermedad el cual 

requiere de antígenos adecuados, sin embargo, las pruebas utilizadas actualmente 

presentan limitaciones en cuanto a sensibilidad, especificidad, costos y tiempo 

requerido para la producción de antígenos. Una alternativa para eliminar estos 

problemas es la identificación de epítopos por medio de la técnica de despliegue en 

fagos, que permite la selección de péptidos específicos contra un blanco 

determinado; enfrentando anticuerpos con bibliotecas de bacteriófagos 

comerciales, este proceso es conocido como bioselección.  

Con el objetivo de identificar péptidos específicos de Brucella melitensis, que sean 

de utilidad en el diagnóstico serológico, se llevó a cabo la bioselección 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 bioselección el suero 

utilizado con la biblioteca C7C se adsorbió contra 4 microorganismos: Escherichia 

coli, Salmonella Dublin, Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica.  

Ambas bibliotecas se confrontaron a 5 o 4 rondas de bioselección, al término de 

cada ronda las clonas elegidas se amplificaron y titularon usando E. coli TG1 y 

posteriormente se llevó a cabo la identificación 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 

comparación a un suero negativo.  Todas las clonas se secuenciaron y analizaron, 

la mayoría muestran homologías con proteínas 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 antígeno 

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

seronegativos a la enfermedad y, por lo tanto, son de utilidad en el diagnóstico 

serológico. 

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

reacciones cruzadas, brucelosis. 
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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 
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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. INTRODUCCIÓN  

 

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa y zoonótica, 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 socioeconómicas (Franyuti, 2020).  

La principal causa de la brucelosis caprina se debe a la especie  Brucella melitensis, 

esta enfermedad está distribuida a lo largo de todo el mundo y en México se 

considera endémica (Hernández 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 

erradicación o control (SENASICA, 2022).  

En México existe la Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZOO-1995: campaña 

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 o más 

pruebas diagnósticas deben ser sacrificados, por lo tanto, no deben recibir 

tratamiento alguno contra la enfermedad.  

El aislamiento de la bacteria se considera el estándar de oro para el diagnóstico, sin 

embargo, presenta ciertas dificultades; una de ellas es el tiempo requerido para 

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

Además, 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 

biológica y personal calificado para su manipulación (Saytekin y Ak, 2018).  

Debido a que no es posible realizar el aislamiento de manera rutinaria las pruebas 

serológicas son las más utilizadas en el diagnóstico de brucelosis en humanos y 

animales. En el caso de animales se usan la prueba de tarjeta y fijación del 
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complemento; ambas detectan anticuerpos dirigidos contra la cadena O del LPS de 

Brucella, sin embargo esta última molécula comparte epítopos 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 serológicas 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 serológicas se requieren otros métodos de 

diagnóstico más específicos.  

Una alternativa para resolver estos problemas es el uso de la técnica despliegue en 

fagos (PhD), la cual permite  seleccionar péptidos específicos de manera fácil y 

rápida, con el objetivo de utilizarlos en una prueba serológica para el diagnóstico de 

esta enfermedad; los péptidos obtenidos a través 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 producción de los 

péptidos suele realizarse en cortos periodos de tiempo (Arap, 2005) a diferencia de 

la producción de antígenos para las pruebas tradicionales; además su producción 

no requiere instalaciones sofisticadas, por lo tanto los péptidos seleccionados por 

medio de despliegue en fagos son buenos candidatos para su uso en el diagnóstico 

de la brucelosis. 
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1.1. Brucelosis 

 

Brucelosis es la denominación 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 (Organización Mundial de Sanidad Animal, 2018). El 

primer informe clínico se le atribuye a Marston en 1860 (Ruiz, 1990). El agente 

etiológico fue aislado a finales del siglo XIX por Sir David Bruce y Carruana Scicluna, 

quienes investigaban un padecimiento febril que provocó la muerte de un número 

considerable de soldados; más tarde, en 1905 Zammit, un médico maltés, demostró 

que las cabras transmitían la enfermedad (Shakir, 2021). En América Latina la 

llegada de la enfermedad fue debido a la introducción de animales infectados por 

los españoles durante el tiempo de la colonia. 

 

Las especies de Brucella tienen un hospedero específico, 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: clásicas y 

atípicas. Estas últimas exhiben rasgos fenotípicos diferentes y una mayor diversidad 

genética que las del grupo clásico, es por esto que se han denominado como 

“atípicas" ya que no tienen relación con las especies previamente reportadas 

(Keyburn y Buller, 2020). 

 

El grupo de especies clásicas está 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 inmóviles, desprovistas de plásmidos y sus genomas 

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

 

Las especies consideradas como atípicas son:  B. inopinata, B. microti y B. vulpis 

(Keyburn y Buller, 2020). Recientemente se han identificado algunas cepas que se 

encuentran en espera de afiliación de especie, aisladas de humanos y animales. 

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



4 
 

mantarraya, NF2653 de un roedor y el último de estos aislamientos ha sido de 

anfibios (Latheef et al., 2020). 

 

1.1.1. Brucelosis en cabras  

La infección por Brucella en cabras está causada principalmente por B. melitensis,  

se han observado infecciones esporádicas causadas por B. abortus o B. suis, pero 

estos casos son infrecuentes (Organización Mundial de Sanidad Animal, 2018). 

Países como Canadá, E.U.A., Japón, el norte y centro de Europa, Australia y Nueva 

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

 

1.1.1.1. Etiología  

El género Brucella está constituido por bacilos cortos, Gram negativos, aerobios y 

algunas especies requieren atmósferas de CO2  entre el 5% -10% (Muñoz et al., 

2020). Son bacterias que no esporulan, no presentan cápsula y son inmóviles 

(Barreto et al., 2021). Sin embargo, Uzureau y colaboradores (2007) demostraron 

que B. melitensis tiene genes que codifican para un flagelo, y que la expresión de 

estos genes está relacionada con el proceso regulador denominado detección de 

quórum (QS). Posteriormente se confirmó que el flagelo se expresa durante la fase 

exponencial de crecimiento en medios enriquecidos y que los genes involucrados 

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

Filogenéticamente, se clasifican en la subdivisión 2-α de las proteobacterias. Tienen 

un metabolismo oxidativo, basado en la utilización de nitratos como aceptores de 

electrones (Charbonnier, 2019). Son organismos intracelulares facultativos, 

parcialmente acidorresistentes y carecen de plásmidos nativos. Aproximadamente 

miden 0.5 a 0.7 μ de diámetro y 0.6 a 1.5 μ de longitud. Son oxidasa, catalasa y 

ureasa positivos (Pradeepkirana et al., 2021).  

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

especies de Brucella se clasifican habitualmente como lisas S (del inglés smooth), 
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o rugosas R, (del inglés rough) (Castro et al., 2005). Esta característica está 

relacionada con la presencia o ausencia del lipopolisacárido (LPS), las especies 

lisas de Brucella presentan un polisacárido O terminal (conocido también como 

cadena O) en cambio, las cepas rugosas carecen de éste. B. melitensis está 

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

 

1.1.1.2. Patogenia 

El paso inicial de una infección exitosa de Brucella es la adhesión y la penetración, 

estas se dan a través de las superficies mucosas, como las vías respiratorias, la piel 

erosionada y el tracto gastrointestinal. Algunos  autores sugieren que el contacto 

inicial entre Brucella y la célula hospedera se produce entre la membrana 

plasmática celular y el LPS, específicamente la cadena O (O-LPS) siendo la primera 

molécula que está involucrada en la entrada intracelular de Brucella (Delrue et al., 

2004). El O-LPS contribuye junto con el lípido A y el núcleo a la protección 

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 tisular y se replican dentro de 

las vacuolas de los macrófagos, las células dendríticas y los trofoblastos 

placentarios. Sin embargo, tiene la capacidad de replicarse en una amplia variedad 

de  células de mamíferos, que incluyen células de la microglía, 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 inducción 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 diseminación intracelular (Doherty y Kaufmann, 1994). Finalmente 

establecen un nicho replicativo dentro del retículo endoplásmico (Oliveira, 2021). La 

clave de Brucella para sobrevivir durante el proceso de infección, reside en su 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/brucella
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/tropism
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/vacuolization
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/mammalian-cell
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/mammalian-cell
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/microglia
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/endothelial-cell
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capacidad de adaptarse al nicho intracelular que contiene pocos nutrientes, poco 

oxígeno, pH ácido y especies reactivas de oxígeno (Amjadi et al., 2019). Durante 

los primeros pasos del tránsito intracelular de Brucella, la bacteria puede bloquear 

la progresión de su ciclo celular, permaneciendo en la etapa G1 durante varias 

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

Las bacterias que sobreviven, se transportan a través del sistema linfático hasta 

alojarse en los ganglios linfáticos regionales,  después se multiplican, y viajan a 

través del conducto torácico hasta llegar a los órganos parenquimatosos y el 

torrente sanguíneo (Rhyan et al., 1994).  González y colaboradores (2021) 

proponen que Brucella aprovecha el ambiente proporcionado por los nichos 

celulares para generar reservorios en bazo, linfonodos, hígado, médula ósea, 

epidídimo y placenta, para eventualmente causar enfermedad cardiovascular, 

hepática, linforreticular, neurológica y osteoarticular. 

 

1.1.1.3. Signos clínicos 

La importancia de esta enfermedad radica en que afecta la reproducción del 

ganado, ya que los signos típicos incluyen aborto, infertilidad, retención placentaria, 

mortalidad neonatal o debilidad de la progenie; todo ello se traduce en pérdidas 

económicas considerables para los productores (Organización Mundial de Sanidad 

Animal, 2018).  

El aborto suele ocurrir en la primera gestación posterior a la infección, generalmente 

en los dos últimos meses de gestación, antes de que la inmunidad adquirida pueda 

reducir el riesgo de futuros abortos. Sin embargo, todavía existe la posibilidad de 

que 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). 

 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/immunology-and-microbiology/lymph-node
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/thoracic-duct
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Los animales gestantes expuestos a un pequeño número de bacterias pueden 

desarrollar una inmunidad 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 infección (Hans et al., 2020). La 

infección puede persistir en las glándulas mamarias y linfonodos supramamarios; 

por este motivo es común la excreción del microorganismos en las lactancias 

sucesivas (Coelho et al., 2014).  

 

El período de incubación varía de 15 días a varios meses, esta variabilidad está 

asociada a la susceptibilidad del hospedero (Memish y Balkhy, 2004) (Querol, 

2011). 

 

1.1.1.4. Profilaxis 

Las únicas vacunas comerciales disponibles para la brucelosis son las destinadas 

a los animales (Goodwin y Pascual, 2016). La vacuna que actualmente se  utiliza 

para la prevención de B. melitensis está 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. Diagnóstico 

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

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

El aislamiento se considera el estándar de oro, éste se puede llevar a cabo a partir 

de la placenta, líquidos fetales y secreciones vaginales excretadas por las cabras 

infectadas, ya sea al abortar o al parir. La excreción de Brucella también es 

frecuente en el semen, y puede aislarse de distintos tejidos, como los linfonodos, el 

bazo y los órganos asociados a la reproducción (útero, epidídimo y testículos), así 

como de lesiones artríticas (Solano, 2015).  



8 
 

Para el aislamiento a partir de canales de animales infectados se recomiendan 

órganos del sistema reticuloendotelial, suele aparecer crecimiento pasados 3 a 4 

días, pero los cultivos no deben considerarse negativos hasta que hayan pasado 7 

a 10 días (Koppenhagen y González, 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 serológicas tienen una gran trascendencia en el diagnóstico de esta 

enfermedad, las brucelas tienen una envoltura celular formada por una membrana 

interna, un periplasma y una membrana externa. La membrana externa contiene 

lípidos libres, proteínas y LPS; este último es el principal antígeno de superficie y 

las pruebas serológicas se basan en la identificación de anticuerpos producidos 

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

La infección por Brucella induce una respuesta de anticuerpos mediante la 

producción de anticuerpos IgM e IgG a las 1-2 semanas después de la infección, 

estos persisten durante 1 año o más (Trotta et al., 2020).  

En México la NOM-041-ZOO-1995 indica que para el diagnóstico de B. melitensis 

se utiliza la prueba de tarjeta al 3% y fijación del complemento, ambas indicadas 

para el diagnóstico en pequeños rumiantes. 

La prueba serológica ideal para el diagnóstico certero sería aquella que reuniera las 

siguientes características: ser altamente sensible, que detecte la infección de 

manera temprana, que discrimine entre anticuerpos de origen vacunal e infección 

natural y que no presente reacciones cruzada con otras bacterias Gram negativas.  

 

 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/agricultural-and-biological-sciences/inner-membrane
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/agricultural-and-biological-sciences/inner-membrane
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1.1.1.5.1. Prueba de tarjeta 

La prueba de tarjeta es un ensayo rápido de aglutinación en portaobjetos que se 

realiza con una suspensión de B. abortus teñida 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 antígeno utilizado en esta prueba; este consiste en una suspensión 

de B. abortus cepa 1119-3 (Díaz, 2001), inactivado por calor, y ajustado  a un pH 

de 3.6 para la detección de anticuerpos Ig-G de tipo 1 y en menor medida de Ig-M 

en suero sanguíneo de ganado caprino y ovino de origen vacunal o debidos a 

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

 

Los resultados de la prueba de tarjeta se interpretan como: positivos y negativos, 

dependiendo de la presencia o ausencia de aglutinación. La prueba 

(específicamente en  pequeños rumiantes)  se realiza en hembras mayores de 14 

meses de edad, que recibieron la dosis clásica de la vacuna REV-1 entre  los 3 y 4 

meses de edad; en el caso de las hembras vacunadas con dosis reducida, 

únicamente se podrán realizar las pruebas diagnósticas 8 meses después de la 

fecha de vacunación; en las hembras nunca antes vacunadas y en los machos sin 

castrar la prueba se realizará a partir de los 4 meses de edad (NOM-041-ZOO-1995, 

1995).  

 

1.1.1.5.2. Fijación del complemento (CFT) 

 

La CFT es ampliamente recomendada como prueba de confirmación para el 

diagnóstico 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 tránsito internacional de animales 

(Organización Mundial de Sanidad Animal, 2018).  
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Se basa en la activación del complemento por la vía clásica, en donde es necesaria 

la presencia de una unión antígeno-anticuerpo para iniciar la reacción (fase 

invisible). Cuando existen anticuerpos contra Brucella spp., se da la reacción 

antígeno anticuerpo y el complemento se une a esta reacción (Ag-Ac-C'), siendo 

incapaz de unirse al sistema hemolítico, que es un segundo sistema antígeno 

anticuerpo (fase visible), observándose una sedimentación de los glóbulos 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 antígeno-anticuerpo o sistema hemolítico, observándose una 

hemólisis (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 sedimentándose y, por consiguiente, se formará en 

el fondo del tubo un botón de eritrocitos, dando la prueba como positiva (Berrueta 

Wilkins, 2012).  

Para la prueba se emplea, el antígeno preparado con la cepa 1119-3 de B. abortus, 

sin teñir, con un pH entre 6.8 a 7.0, y una concentración celular de 4.5%. Los 

resultados de la prueba se interpretan como positivos y negativos. En caprinos y 

ovinos los positivos serán aquellos en los que se obtengan títulos mayores de 1/4 

(NOM-041-ZOO-1995, 1995).  

El antígeno celular e inmunoglobulinas que intervienen en la fijación del 

complemento son el O-LPS e IgG1, inmunoglobulina que predomina en la infección 

por Brucella (Díaz, 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 diagnóstico de brucelosis se ha encontrado que el ensayo por 

inmunoabsorción ligado a enzimas ELISA (por sus siglas en inglés Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay) utilizando LPS como antígeno es más sensible y específica 

que las pruebas de tarjeta y fijación del complemento (Ducrotoy et al., 2016). Esta 

prueba detecta anticuerpos contra el polisacárido O (O- LPS), porción más expuesta 

del lipopolisacárido S (LPS-S) (Díaz 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, IgG e IgA), esto nos permite 

saber si se trata de una infección aguda o crónica (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 cuantificación de antígenos 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 vacunación, por reacciones cruzadas con otras bacterias 

Gram negativas y los inducidos por cepas patógenas de Brucella. Por consiguiente, 

la prueba ELISA-I (ELISA-indirecta) debe considerarse como una prueba de análisis 

más que como una prueba confirmatoria (Organización Mundial de Sanidad Animal, 

2018). 

Otra prueba utilizada para el diagnóstico de brucelosis es el ELISA competitivo (c-

ELISA), este procedimiento está basado en la detección de anticuerpos séricos 

contra brucelas lisas incluidas B. abortus y B. melitensis; es un ensayo multi-especie 

que permite la detección de anticuerpos de Brucella específicos en especies 

domésticas y salvajes (Suárez, 2015). Su sensibilidad varía del 92 al 100 %, 

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

Los bacteriófagos (también llamados fagos) fueron descubiertos en 1917 por Felix 

d’Herelle (Wittebole et al., 2014) son los virus que infectan y parasitan únicamente 

bacterias específicas (hospederos naturales). La estructura de los fagos es 

determinada por sus proteínas de envoltura (o proteínas estructurales) cuya función 

principal es la de proteger al material genético (DNA o RNA) (Segundo et al., 2010).  

Con base en la cápside viral los bacteriófagos se clasifican en 3 tipos: icosaédricos, 

helicoidales y con forma de cabeza-cola. Entre los helicoidales los fagos  

filamentosos son el grupo más 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 II del sistema de Baltimore 

(Hay y Lithgow, 2019). Tiene un ciclo de replicación 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 nucleótidos, 

capaz de codificar once proteínas, cinco de las cuales son proteínas de la cubierta 

y las seis restantes son esenciales para su replicación y el ensamblaje (Ping et al., 

2021).  

La p8 es la proteína principal conformada por aproximadamente 2700, mientras que 

las proteínas 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). 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/single-stranded-dna
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Figura 1. Representación esquemática del fago M13 (Smeal et al., 2017). 

 

Los fagos infectan mediante una gama de receptores de superficie bioquímicamente 

diversos, como carbohidratos, lipopolisacáridos y proteínas. El rango de hospederos 

generalmente está determinado por la forma en la que el fago interactúa 

específicamente con el receptor;  el reconocimiento de esta región única 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 infección 

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 está mediado por la proteína de recubrimiento menor (p3), de 406 

aminoácidos, 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 proteína de membrana 

integral en E. coli. El dominio terminal C se ancla a la proteína p3 a la cápside y 

finalmente permite la liberación del fago (Bennett y Rakonjac, 2006). Esta proteína 

toma importancia ya que en la mayoría de las aplicaciones de despliegue en fagos 

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

Unos 25 años después de que se aisló por primera vez el fago filamentoso, se 

informó que una modificación genética, es decir, la inserción de un fragmento de 

DNA extraño en el genoma del fago, producía una partícula que mostraba la 

secuencia insertada como un péptido fusionado a las proteínas de cubierta (Smith, 

1985). Además, el péptido expuesto era accesible para el reconocimiento específico 

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

Esta técnica recibió 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 tecnología se basa en el hecho de que el fenotipo y el genotipo del fago están 

ligados físicamente. De hecho, el gen que codifica la molécula expuesta está 

empaquetado dentro del mismo virión (Kaplan y Gershoni, 2012).   Esto se logra 

mediante un proceso cíclico conocido como bioselección (biopanning, en inglés), 

que tiene como objetivo enriquecer una población 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 bioselección 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 

específicamente unidos; estos últimos son amplificados mediante la infección de la 

bacteria E.  coli, es decir, la bacteria se convierte en una planta de producción para 

su replicación. Finalmente, las bacterias infectadas generarán una nueva población 

de fagos que se someterán a otro ciclo de bioselección, 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 número 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 secuenciación 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 propósito de inferir su función (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema del proceso de bioselección en microplacas 

 

 

El proceso de selección 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 período predeterminado y luego 

recuperarlo de los tumores u órganos diana, para posteriormente identificarlos y 

utilizarlos como biomarcadores (Ping et al., 2021).  
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Actualmente existen laboratorios dedicados a la producción de bibliotecas 

comerciales, en función de la longitud y el tipo, hay tres tipos: biblioteca de 

heptapéptidos restringidos por cisteínas (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).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representación esquemática 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 inmunología (Alizadeh et al., 2021) biología celular (Villamil Giraldo et 

al., 2015) (Ch'ng et al., 2021) y la industria farmacéutica (Bazan et al., 2012); quizá 

este último 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 tecnología de presentación de fagos ha ayudado a la industria 

farmacéutica a identificar ligandos terapéuticos de péptidos que se encuentran 

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

Los péptidos obtenidos de esta técnica también funcionan como biomarcadores, 

dado que muchas proteínas son biomarcadores de enfermedades; la última década 
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ha sido testigo de numerosos estudios sobre la detección de péptidos de unión para 

varios biomarcadores tumorales (Ping et al., 2021). También se han implementado 

como biosensores, estos están compuestos por elementos biológicos (por ejemplo, 

péptidos) que se utilizan para detectar la presencia de un ligando objetivo y generar 

una señal (Khemthongcharoen et al., 2015).  Además, se ha demostrado que puede 

ser un excelente vehículo de administración de péptidos antigénicos (Delhalle et al., 

2012). 

El despliegue en fagos también ha tomado relevancia en el diagnóstico de diversas 

enfermedades, ya que los péptidos obtenidos a través de esta técnica pueden ser 

utilizados en inmunoensayos para sustituir algún antígeno (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 diagnóstico de Brucella spp. El primero de ellos fue 

reportado por Lichtfouse y colaboradores en 1995. En ese estudio se utilizó un 

anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteína de membrana externa OMP89, 

para la bioselección de péptidos específicos que posteriormente podrían ser buenos 

candidatos para el diagnóstico, los péptidos se expresaron en la proteína 8 del fago 

filamentoso f88-4.  

Otro trabajo fue publicado en 1999, en donde a diferencia del anterior identificaron 

péptidos dirigidos contra los epítopos A y M, de la cadena O del LPS 

de Brucella spp. y posteriormente utilizaron estos péptidos en un protocolo de 

inmunización 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 secreción tipo IV (VirB5) (Deng et al., 2019) y  VirB5-VirB6 (Villamil et 

al., 2012). 



18 
 

2. JUSTIFICACIÓN 

 

Un aspecto importante que hay que considerar para el control y erradicación de la 

brucelosis es el diagnóstico oportuno. Actualmente se cuenta con pruebas 

serológicas, las cuales detectan anticuerpos contra el lipopolisacárido (LPS) 

(Hernández, 2006). Esta molécula toma importancia en el diagnóstico, ya que a lo 

largo de los años se ha reportado que otras bacterias Gram negativas tienen 

epítopos comunes a la cadena O de Brucella, por ejemplo Yersinia enterocolitica 

O:9 (Chenais et al., 2012) (O'Grady et al., 2016) y Salmonella spp. (Nielsen et al., 

2007). Estos inconvenientes se traducen en pérdidas económicas para los 

productores ya que la NOM-041-ZOO-1995-044 indica que todo animal que resulte 

positivo a las pruebas diagnósticas deberá sacrificarse. 

 

Una alternativa para resolver estos problemas es el uso de la técnica de despliegue 

en fagos (PhD), para identificar y seleccionar péptidos específicos; que 

posteriormente puedan ser utilizados en una técnica diagnóstica como antígeno de 

captura (Zhao et al., 2021). La identificación de estos péptidos (a través del proceso 

de bioselección in vitro) suele ser rápida 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 antígenos específicos (Williams, 2018).  

 

Las pruebas serológicas disponibles para el diagnóstico de la brucelosis utilizan 

como antígenos de captura suspensiones de Brucella en fase lisa (S) (Castro et al., 

2005). Sin embargo la producción de estos antígenos suele ser costosa ya que el 

género Brucella se encuentra dentro de los agentes del grupo de riesgo III, por lo 

que para su manipulación se requiere un nivel de contención 3 (BLS3) 

(Organización Mundial de Sanidad Animal, 2018). Lo anterior supone altos costos 

de producción, pues el funcionamiento y mantenimiento de un laboratorio BSL3 es 

costoso, ya que requiere personal altamente capacitado y la adquisición 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 producción de péptidos exhibidos en fagos, pues 

el proceso de producción suele ser económico (Ch'ng et al., 2021) ya que los 

bacteriófagos no representan un riesgo biológico y no requieren instalaciones 

especializadas; aunado a que el manejo y amplificación de estos virus es sencillo y 

rápido, en comparación con la producción de antígenos convencionales de Brucella, 

el cual se lleva a cabo en 6 días, pudiendo aumentar a 16 ya que la OIE 

(Organización Mundial de Sanidad Animal, 2018) recomienda una incubación de 10 

días posterior a la inactivación con fenol para verificar que el proceso haya finalizado 

de manera correcta; esto de nuevo contrasta con el tiempo requerido para la 

amplificación de bacteriófagos ya que el proceso puede completarse en tan solo 3 

días.  

Actualmente esta técnica se ha utilizado para aumentar la especificidad en el 

diagnóstico 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 enfocó en el diagnóstico 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 específicos que interactúen con sueros de caprinos positivos a Brucella 

melitensis; y su evaluación para desarrollar un diagnóstico serológico. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. General 

Identificar péptidos específicos de Brucella melitensis por medio de la técnica de 

despliegue en fagos, que sean de utilidad en el diagnóstico serológico de animales 

infectados. 

 

3.2. Específicos 

 

 Seleccionar un suero positivo a Brucella melitensis con altos títulos de 

anticuerpos, que funcionen como proteína diana en la técnica de despliegue 

en fagos.    

 Llevar a cabo la bioselección de epítopos/mimotopos de Brucella melitensis 

mediante el uso de despliegue en fagos.  

 Evaluar las clonas reactivas a sueros positivos de Brucella melitensis mediante 

inmunoensayos y herramientas bioinformáticas.  

 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. HIPÓTESIS 

 

Los péptidos de las clonas identificadas por medio del proceso de bioselección 

utilizando anticuerpos contra Brucella melitensis serán específicos y de utilidad en 

el diagnóstico serológico de la brucelosis.  
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5. MATERIAL Y MÉTODOS  

5.1. Sueros  

5.1.1. Selección 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 Álvarez y el M. en C. Erik Hernández Badillo.  

Comprobamos la reactividad de estos sueros por medio de ELISA indirecta; de 

acuerdo a la metodología propuesta por Rodríguez (2003) con algunas 

modificaciones: se sensibilizó 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 antígeno crudo de la cepa B. melitensis 16M.  

Se agregaron 50 microlitros (μl) en cada pozo y se homogenizó en agitación orbital 

a 100 revoluciones por minuto (rpm) por 5 minutos (min) e incubó por 17 horas (h) 

a 4°C (grado Celsius). 

 A continuación, se decantó el contenido de los pozos y se lavó 3 veces con 100 μl 

de solución 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 

dilución de 1:200, se colocaron 50 μl de la dilución en el pozo correspondiente, y se 

incubó por 2 h a 37°C.  

Posteriormente, se realizó una dilución 1:5000 de la IgG anti-cabra marcada con 

peroxidasa de rábano (MB Biomedicals, No. de Cat. 55358, California/Estados 

Unidos) agregando 50 μl a cada pozo. Se incubó 2 h a 37°C. Para el revelado se 

agregaron 50 μl de 2,2′- azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-ácido sulfónico) (ABTS) 

(Sigma-Aldrich®, No. de Cat. A3219) y se incubó durante 25 min en agitación orbital 

a 100 rpm. Finalmente se llevó a cabo la lectura a 405 nanómetros (nm) utilizando 

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

https://www.google.com/search?q=Waltham+(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWMXDE3NKMhJzFTR8E4uLE5MzSotTS0qKNQGISSC8XgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjG15DXzd3gAhUl4oMKHVlmBssQmxMoATASegQIAxAK
https://www.google.com/search?q=Waltham+(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWMXDE3NKMhJzFTR8E4uLE5MzSotTS0qKNQGISSC8XgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjG15DXzd3gAhUl4oMKHVlmBssQmxMoATASegQIAxAK
https://www.google.com/search?q=San+Luis+(Misuri)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYBYMT8xR8SjOLFTR8M4tLizI1AWlndXlXAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiZtcv6vt_gAhUDb60KHZR8BOcQmxMoATASegQIBRAK
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5.1.2. Adsorción de sueros. 

 

Con la finalidad de remover anticuerpos inespecíficos del suero de cabra 

seleccionado, se adsorbió contra 4 microorganismos: Escherichia coli, Salmonella 

Dublin, Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica. La producción de 

antígenos y adsorción de sueros se llevó a cabo de acuerdo con la metodología 

propuesta por Gruber y Zingales (1995) con algunas modificaciones. Para la 

producción de los antígenos se sembró una colonia de la cepa respectiva en 400 

mililitros (ml) de caldo infusión cerebro-corazón (Becton Dickinson® No. de Cat. 

211200, Nueva Jersey/Estados Unidos) y se incubó a 37° C durante toda la noche 

en agitación orbital a 250 rpm. Al día siguiente se separó el cultivo en dos partes de 

200 ml cada una. Una parte se esterilizó usando los siguientes parámetros 121º C, 

15 libras/pulgadas² (psi) durante 1 h, al finalizar este tiempo se dejó enfriar a 

temperatura ambiente, a la otra mitad se le agregó formaldehido (Merck®, No. de 

Cat. 104003, Darmstadt/Alemania)  a una concentración final de 0.5% y se incubó 

a 37° C durante 2 h a 250 rpm. Posteriormente ambas suspensiones bacterianas se 

juntaron y centrifugaron a 5000 fuerza centrífuga relativa (g) durante 10 min. La 

pastilla se lavó con PBS. Después se midió la densidad óptica (D.O.) de cada uno 

de los antígenos y se igualaron al antígeno que obtuvo el menor valor en 

comparación con el resto. Para poder igualar los antígenos se llevaron a cabo 

diluciones con PBS, después a cada uno de los antígenos se les agregó inhibidor 

de proteasas (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. P2714) y se almacenaron a -20 °C hasta 

su uso.   

Finalmente, para la técnica de adsorción se sensibilizó una placa de poliestireno de 

fondo plano de 96 pozos maxysorp (Thermo Fisher Scientific®, No. de Cat. 439454), 

con 200 μl de cada uno de los antígenos, en pozos independientes (uno por cada 

antígeno), y se incubó a 4 °C durante 16 h. Posteriormente se decantó el contenido 

de los pozos y se lavó 3 veces con 200 μl de PBS-tween 20 (Sigma-Aldrich®, No. 

de Cat. P9416) al 0.05%. Se agregó 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 μl, para 

https://www.google.com/search?q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOV0Si3KLSxJTSgBrV-kyTwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjL7ZDLvN_gAhUEZawKHS8WAysQmxMoATATegQIBBAL
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exponerlo al primer antígeno. Posteriormente se incubó por 2 h a 4°C, y el suero fue 

colocado en el siguiente pozo para exponerlo al segundo antígeno a adsorber, es 

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

El contenido de los pozos se recolectó y se almacenó a -20 °C hasta su uso. 

Finalmente se llevó a cabo el análisis de los sueros adsorbidos por medio de un 

ELISA indirecta utilizando la misma metodología para la selección de sueros, 

descrita anteriormente. Esta técnica se llevó a cabo con sueros positivos y negativos 

adsorbidos y sin adsorber. 

5.2. Producción de sueros hiperinmunes en el modelo de rata  

Con el objetivo se identificar las clonas de fagos que no tuvieran reacción cruzada 

con otros microrganismos Gram negativos, se llevó a cabo la producción de sueros 

hiperinmunes en el modelo de rata.  

Se emplearon 6 ratas (Rattus norvegicus) hembras, libres de patógenos 

específicos (SPF), estirpe Wistar de 85-90 días de edad, con un peso aproximado 

de 350 g (gramos). Los animales se mantuvieron bajo la guía de condiciones 

establecidas en la NOM-062-ZOO-1999 y bajo las pautas de experimentación que 

estable el Subcomité institucional para el cuidado y uso de animales experimentales 

(SICUAE) con el número 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 líquido 

infusión cerebro corazón (Becton Dickinson) durante 16 h a 150 rpm. 

Posteriormente se verificó la pureza del cultivo en medio sólido y por tinción de 

Gram, después se llevó a cabo la inactivación por calor (80 °C/20 min) se dejó enfriar 

a temperatura ambiente y finalmente se agregó 0.5% de formol (concentración final) 

y se almacenó a 4°C toda la noche.  
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Culminado este tiempo se sembraron en medio sólido y líquido para verificar la 

correcta inactivación. Por otro lado, a su llegada, los animales permanecieron en 

cuarentena una semana, terminando este tiempo se llevó 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 máquina de anestesia inhalatoria. Los animales fueron inmunizados al día 0, 

7,14, 21 y 28 (figura 4) por vía subcutánea (SC), a una concentración de 1x109 

UFC/ml. 

 

Con el objetivo de monitorear la producción de anticuerpos se obtuvo una muestra 

de sangre del plexo venoso ocular 14 días posteriores a la primera inoculación, y se 

llevó a cabo un ELISA utilizando la metodología de ELISA de selección de sueros. 

Una semana después de la última inoculación (día 28) se obtuvo la última muestra 

sanguínea por vía intracardiaca para obtener el mayor volumen posible. Finalmente 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

5.3.1. Bioselección 

Se llevó a cabo la bioselección utilizando 2 bibliotecas, la primera fue  Ph.D.-12 

(New England Biolabs®, No. de Cat. E8110S, Massachusetts, Estados Unidos), esta 

biblioteca expresa 12 aminoácidos en la proteína menor de cápside (p3) el 

procedimiento se llevó 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 aminoácidos flanqueados por cisteínas, 

para la bioselección se utilizó un suero de cabra adsorbido.  

Para ambas bibliotecas la metodología que se siguió fue la propuesta por Cano y 

colaboradores (2004) con algunas modificaciones, el procedimiento fue el siguiente: 

se sensibilizó una placa de 96 pozos maxysorp (Thermo Fisher Scientific®, No. de 

Cat. 439454) con 0.5 microgramos (ug) del anticuerpo anti-porción Fc de IgG 

(Novus Biologicals®, No. de Cat. NBP172769, Colorado, Estados Unidos) diluido en 

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

 Posteriormente se retiró el contenido de los pozos y se realizaron 3 lavados con 

200 μl de PBS cada uno; los lavados se llevaron a cabo al término de cada 

procedimiento. Posteriormente se bloqueó con 200 μl de PBS-BSA (Sigma-Aldrich®, 

No. de Cat. 9048-46) al 2% durante 1.5 h a 37 °C, al terminar se agregó el suero a 

una dilución 1:50 diluido en PBS-BSA (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. 9048-46) al 

0.1% e incubó durante 4.5 h a 4°C.  

Después se agregó la biblioteca de bacteriófagos diluida en PBS-BSA 0.1% a un 

volumen final de 100 μl por pozo y se incubó durante 4.5 h a 4°C. Posteriormente 

se llevó a cabo la elución con glicina-HCl 0.2 M (Bio-Rad Laboratories® No. de Cat. 

1610718, California, Estados Unidos) (Sigma®, No. de Cat. 320331) se agregaron 

100 μl por pozo e incubó 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se incubó 

por 10 min a 37°C. El contenido de los pozos se depositó en un tubo que contenía 

https://www.google.com/search?hl=es-419&authuser=0&q=Ipswich+(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1jFPQuKyzOTMxQ0fBOLixOTM0qLU0tKijUB8cuapl8AAAA&sa=X&sqi=2&ved=2ahUKEwi-l9--3ufgAhUD1-AKHXhgDjUQmxMoATATegQIBRAK
https://www.google.com/search?q=Centennial+(Colorado)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3sEw3N48vU-IEsY3KKjJMtTQyyq30k_NzclKTSzLz8_Tzi9IT8zKrEkGcYqv0xKKizGKgcEbhIlZR59S8ktS8vMzEHAUN5_yc_KLElHxNAEkHEkxbAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiEkajWlOzgAhUFXawKHaXCANcQmxMoATATegQICBAN
https://www.google.com/search?hl=es-419&authuser=0&q=Hercules+(California)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWEU9UouSS3NSixU0nBNzMtPyi_IyEzUBVqasWVwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwje_b6j4OfgAhVYyYMKHTrQCbwQmxMoATASegQIAxAK
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25 μl de tris-HCl 1 M (Bio-Rad Laboratories®, No. de Cat. 1610716) con la finalidad 

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

5.3.2. Amplificación de fagos  

 

La amplificación y selección de fagos se realizó 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-1 Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-hsdSM)5, (rK
-mK

-) se incubó 

durante 16 h a 250 rpm, para la amplificación se agregaron 500 μl de esta cepa a 

50 ml de caldo Luria-Bertani (Dibico®, 1236-E, Edo. Mex, México) y 320 μl del fago 

eluído obtenido de cada ronda de bioselección, se incubó durante 4.5 h a 250 rpm. 

Al finalizar, se recolectó el medio en un tubo cónico, se centrifugó 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 NaCl (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. 89510) (Sigma-Aldrich®, 

No. de Cat. S9888) se mezcló y se mantuvo a 4 °C toda la noche.  

 

Terminando este tiempo, se llevó a cabo el proceso de precipitación el cual consistió 

en centrifugar a 16639 g durante 15 min a 4°C, después se descartó el 

sobrenadante, y el pellet se resuspendió en 1 ml de tris buffer salino (TBS). Se 

agregaron 200 μl de PEG 8000 20% / 2.5 M de NaCl y se incubó durante 1 h a 4°C. 

Se volvió a centrifugar a los mismos parámetros antes mencionados, se eliminó el 

sobrenadante y el pellet se resuspendió en 200 μl de TBS.  Para finalizar se volvió 

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 amplificación se llevó a cabo otra ronda de bioselección, utilizando el 

amplificado de la ronda anterior y así sucesivamente hasta completar 5 o 4 rondas 

según se indique.  
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5.3.3. Titulación de fagos 

 

Con el objetivo de calcular el número de fagos se llevó a cabo el proceso de 

titulación; de cada tubo con fagos eluidos y/o amplificados se tomaron 2 μl, y se 

llevaron a cabo diluciones seriadas (1:500) en medio LB.  Después del tubo que 

correspondiera se tomaron 10 μl y se depositaron en un tubo que contenía 200 μl 

de E. coli TG1 (previamente crecido durante 16 h) y se incubó por 5 min. 

Posteriormente se agregó a un tubo que contenía 4 ml de top agar y se sembró en 

cajas petri con agar LB que contenía X-gal (Thermo Fisher Scientific®, No. de Cat. 

R0404) e IPTG (Thermo Fisher Scientific®, No. de Cat. 15529019) y se incubó 

durante toda la noche a 37°C. Finalmente se cuantificó el número de unidades 

formadoras de placa (UFP).  

 

Las clonas individuales para experimentos posteriores, se seleccionaron al azar de 

cajas petri que correspondían a rondas de elución y amplificación de la ronda 3 en 

adelante. Con ayuda de la base de una punta de 200 μl se extrajo una clona y se 

depositó en un matraz que contenía 50 ml de caldo LB, posteriormente se continuó 

con el proceso de amplificación y titulación, como se describió anteriormente. 

 

5.4. Análisis de clonas  

5.4.1. ELISA de fagos 

 

Con el objetivo de iniciar la selección de las clonas reactivas a B. melitensis se llevó 

a cabo una ELISA de fagos de acuerdo a la metodología de Lehmann y 

colaboradores (2004), con modificaciones, se sensibilizó una placa de 96 pozos 

maxysorp (Thermo Fisher Scientific®) con 1x1012 UFP, obtenidas de las rondas de 

bioselección, después se incubó durante toda la noche a 4 °C; terminando este 

tiempo se decantó el contenido de la placa y se lavó 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 bloqueó con 100 μl de caseína-PBS al 5% y se incubó 1 h a 37°C; 

enseguida los sueros se diluyeron 1:250 con PBS, se colocaron 100 μl de la dilución 

en el pozo correspondiente y se incubó por 1 h a 37°C. Por último, se realizó una 

dilución 1:5000 de la IgG anti-cabra marcada con peroxidasa (Thermo Fisher 

Scientific®) agregando 100 μl a cada pozo, se dejó incubar 1 h a 37°C. Para el 

revelado se agregaron 100 μl de ABTS (Sigma-Aldrich®) en cada pozo, finalmente 

se cubrió la placa con papel aluminio y se incubó durante 25 min a 37 C. Terminando 

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

Para discriminar clonas positivas y negativas se determinó el punto de corte; éste 

se definió como el promedio de las lecturas del control negativo, +/- tres 

desviaciones estándar.  Como un control negativo se utilizó un fago M13 silvestre, 

no expresa ni despliega ningún péptido en su superficie.   

Este procedimiento también se llevó 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 reacción cruzada con estos sueros.  

5.4.2. Dot Blot con fagos  

 

Utilizando como antígeno de captura las clonas de fagos obtenidas del proceso de 

bioselección con la biblioteca Ph. D. 12 se llevó a cabo un dot blot; como control se 

utilizó antígeno crudo de Brucella melitensis 16M y Brucella abortus S19 que 

previamente se inactivaron por calor hasta alcanzar una OD600 de 0.6 y bacteriófago 

M13 silvestre. 

Se sensibilizó una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories®, No. de Cat. 

1620115) con 5 μl de cada una de las clonas de fagos o M13 a una concentración 

1x1012 UFP o bien del antígeno de Brucella, posteriormente se incubó durante 1 h a 

temperatura ambiente (la temperatura fue la misma durante todos los procesos de 

incubación).  
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Posteriormente se llevó a cabo el equilibrio de la membrana depositándola en un 

recipiente que contenía buffer de transferencia durante 5 min, finalizando este 

tiempo se depositó en un recipiente que contenía caseína-PBS al 5%,  y se incubó 

durante 1 h; terminando este tiempo se llevaron a cabo 3 lavados con PBS 1X+ 

tween 20 al 0.05% cada uno con una duración de 5 min en agitación orbital, (este 

proceso se realizó al término de cada incubación) después la membrana se colocó 

en un recipiente que contenía PBS 1X + suero positivo o negativo a B. melitensis a 

una concentración 1:1  y se incubó durante 1 hora,  al terminar se agregó el 

anticuerpo secundario anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa de rábano 

(Thermo Fisher Scientific®) a una dilución 1:2500 y se incubó durante 1 h. Después 

se llevó a cabo el revelado con 4-cloro-1-naftol (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. C8890) 

se incubó durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente se detuvo la reacción 

con lavados de agua destilada estéril.  

5.4.3. Secuenciación y análisis bioinformático 

 

De las clonas de fagos reactivas a sueros positivos de B. melitensis se llevó a cabo 

la extracción de DNA siguiendo las indicaciones del fabricante de las bibliotecas 

comerciales (New England Biolabs®). Brevemente, se tomaron 500 μl de la solución 

de fagos y se añadieron a un tubo que contenía 200 μl de una solución de 20% 

PEG/ 2.5 M de NaCl. Posteriormente, se mezcló y dejó reposar de 10-20 min a 

temperatura ambiente.  Se centrifugó a 18037 g por 10 min a 4°C y se decantó el 

sobrenadante, después se le añadió 100 μl de buffer de ioduro (10 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 1 mM EDTA, 4 M Ioduro de sodio) (Sigma-Aldrich®, No. de Cat. 324503) 

(Sigma-Aldrich®, 383112) con el objetivo de lisar al bacteriófago y obtener el DNA. 

Después el tubo se agitó vigorosamente y se añadieron 250 μl de etanol absoluto y 

se incubó de 10-20 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó a 

18037 g 10 min. a 4°C, se decantó el sobrenadante y se lavó con 500 μl de etanol 

al 70% (almacenado a -20°C), se volvió a centrifugar y decantar el sobrenadante, y 

se dejó secar.  Se resuspendió en 30 μl de agua grado biología molecular (Thermo 
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Fisher Scientific®, No. de Cat. 10977035) y se cuantificó el DNA usando un 

espectrofotómetro.  

La secuenciación se llevó a cabo en el Instituto de Biotecnología (IBt) de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), por el método de Sanger 

utilizando el primer -96 gIII (New England Biolabs, No. de Cat. E8110S, USA). 

El análisis de las secuencias se realizó con el programa Sequencher versión 5.4.6 

(DNA Sequence Analysis Software, GeneCodes Corporation, USA), finalmente 

cuando la secuencia era conocida se analizó con la herramienta Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI, con el objetivo de conocer con que 

proteína de Brucella melitensis tenían homología para poder inferir su función.  
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6. RESULTADOS 

6.1. Selección de suero 
 

Con el propósito de seleccionar el suero con el que se llevarían a cabo los 

experimentos futuros, se realizó un ELISA con sueros de diferentes cabras 

desafiadas con B. melitensis 16M a través de varios días (Figura 5). Se puede 

observar que en el día 35 se obtuvo el valor más alto de absorbancia lo cual sugiere 

una mayor reactividad del suero con el antígeno de Brucella. Los resultados son 

homogéneos, es decir, los 3 animales tuvieron el resultado más alto en este día. Por 

lo tanto, se decidió llevar a cabo los demás experimentos, con los sueros del día 35.  
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Figura 5. Evaluación de la producción de anticuerpos a través de los días 

post-infección (21,28,31 y 35) en cabras desafiadas con Brucella melitensis.   

Como control (-) se utilizó el suero de un animal no infectado. Los resultados se 

expresan en D.O. como las medias ± DE (n=3). 
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6.2. Adsorción 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 midió 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 título más 

alto es contra M. haemolytica, esto puede suponer interferencia en el proceso de 

bioselección, por este motivo se procedió a la adsorción de los sueros.  
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Figura 6. Evaluación de la reactividad de sueros positivos y negativos a B. 

melitensis contra diferentes antígenos por medio de ELISA. Los resultados se 

expresan en D.O. como las medias ± DE (n=3).  
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Con esta metodología se logró eliminar algunos de los anticuerpos presentes en el 

suero dirigidos contra otras bacterias Gram negativas.  Sin embargo, se observó 

que después de hacer la adsorción contra M. haemolytica el suero siguió 

reaccionando con esta bacteria, siendo los títulos incluso más altos que los dirigidos 

a Brucella. Por lo tanto, se decidió llevar a cabo una segunda adsorción solo contra 

este antígeno; esto solo se llevó cabo con el suero 266 (que tenía un mayor 

volumen).  

Los resultados se muestran en la Figura 7 (barra gris). Los niveles de anticuerpos 

disminuyeron a más de la mitad, con esto eliminamos anticuerpos que pudiesen 

intervenir en el proceso de bioselección con despliegue en fagos y en algún 

momento causar una reacción cruzada.  

S u e r o s

D
.O

.

2 6 6 ( + )  3 6 2  ( + ) 3 5 4  ( - ) 1  ( - )  

0 . 0

0 . 5

1 . 0

1 . 5

B .  a b o r t u s S . D u b l i n P .  m u l t o c i d a

M .  h a e m o l y t i c a M .  h a e m o l y t i c a 2 . ª  A d s . E .  c o l i

 

Figura 7. Evaluación de la adsorción de sueros positivos y negativos a B. 

melitensis contra diferentes antígenos. Los resultados se expresan en D.O. 

como las medias ± DE (n=3).  
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Con toda esta información recabada se llevó a cabo el biopanning con la biblioteca 

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

 

6.3. Bioselección  

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

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

Podemos observar que en cada ronda de bioselección aumentó el porcentaje de 

fagos unidos a los anticuerpos contenidos en el suero, esto muestra el 

enriquecimiento de la población de fagos. 

 

Tabla 1. Título obtenido en cada ronda de bioselección (Ph.D.-C7C) para 

Brucella melitensis 

Ronda de 
bioselección 

Fago de entrada 
(UFP/ml) 

Fago de 
recuperación 

(UFP/ml) 

1 5.6x1013 8.0x105 

2 3.1x1013 1.2x107 

3 3.2x1013 3.0x107 

4 7.5x1013 1.6x108 

 

También se llevaron a cabo cinco rondas de bioselección con la biblioteca Ph.D.-

12, utilizando el suero 169 sin adsorber, y de acuerdo con este procedimiento 

podemos observar (Tabla 2) que el número de fagos obtenidos aumentó a medida 

que el proceso de bioselección avanzaba esto al igual que en la biblioteca anterior 

nos indica el enriquecimiento de la población de fagos.  
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Tabla 2. Título obtenido en cada ronda de bioselección (Ph.D.- 12) para 

Brucella melitensis.  

Ronda de 
bioselección 

Fago de entrada 
(UFP/ml) 

Fago de recuperación 
(UFP/ml) 

1 1.8x1013 2.6x104 

2 1.4x1014 6.0x107 

3 4.8x1013 4.0x107 

4 3.0x1012 4.0x107 

5 1.2x1013 1.2x109 

 

6.4. Análisis 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 calculó el punto de corte, obteniendo un 

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

sueros positivos a Brucella melitensis (Figura 8).  

 

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 línea 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 extracción 

de material genético; posteriormente se llevó a cabo la secuenciación y análisis con 

el programa bioinformático secuencher y la herramienta de alineamiento local Blast.  

De acuerdo con los resultados del análisis bioinformático las secuencias de las 

clonas se identificaron como proteínas de B. melitensis, las cuales intervienen en 

procesos metabólicos (Tabla 3); cabe destacar que dos de las clonas (4 y 20) 

contienen la misma secuencia.  

 

Tabla 3. Análisis e identificación de las secuencias de clonas obtenidas 

con la biblioteca Ph.D.- C7C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Clona Secuencia Descripción E 
valor 

% de 
identidad 

1 CHHDNVAMC Factor de 
elongación termo 
inestable (EF-Tu) 

9.4 100.00% 

3 CPHTLLAVC Proteína cobg  2.3 100.00% 

4 Y 20 
 

CGYDETATC Exopolifosfatasa   13 100.00% 

7 CASLRNDSC Sulfato 
adeniltransferasa 

6.6 85.71% 

12 CTTHTYFGC Proteína 
Hipotética  

14 83.33% 

14 CPELSARGC Proteína 
hipotética 

0.59 85.71% 

15 CETRYFSAC Proteína 
hipotética 

0.59 85.71% 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAL51896
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_017822086
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_017822086
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_017822086
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_ADZ65254
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Para la biblioteca Ph. D.- 12 se seleccionaron aleatoriamente 24 clonas a partir de 

la ronda 3 de bioselección y posteriormente se evaluó su reactividad en un ELISA-I 

utilizando sueros positivos y negativos a B. melitensis, utilizando las clonas como 

antígeno de captura.  

Con el objetivo de discriminar clonas reactivas y no reactivas a los sueros se 

determinó 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). 

 

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 bioinformática 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 función que ejercen en el metabolismo de 

Brucella.  

Como resultado todas las clonas a excepción de 4 (clona 3,10,13 y 17) intervienen 

en diferentes procesos metabólicos, las cuatro restantes están catalogadas como 

proteínas hipotéticas, los resultados se muestran en la Tabla 4.  
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Tabla 4. Análisis e identificación de las secuencias de clonas obtenidas con 

la biblioteca Ph. D.-12. 

Clona Descripción E 

valor 

% de identidad 

2 Treonina-fosfato descarboxilasa 1.4 85.71% 

3 Proteína hipotética 5.5 83.33% 

4 Hidrolasa UxaA  16 100.00% 

5 Exportador de sulfito de la familia 

de proteínas Tau / SafE. 

6.6 85.71% 

9 Peptidil prolil isomerasa 11 83.33% 

10 Proteína hipotética 45 100.00% 

11 MscS canal de iones 

mecanosensibles 

7.9 100.00% 

12 Helicasa 16 87.50% 

13 Proteína hipotética 5.5 83.33% 

14 Proteínas Anti-frezze 11 100.00% 

15 Proteína hipotética de membrana  2.7 85.71% 

16 Enzima Propionil-CoA carboxilasa 46 83.33% 

17 Proteína hipotética 1.4 70.00% 

18 Quelatasa de cobalto subunit 

CobS 

16 83.33% 

19 3-hidroxibutiril-CoA 

deshidrogenasa 

0.16 88.89% 

20 Familia SDR oxidorreductasa 23 87.50% 

22 Biotin carboxylase 23 100.00% 

23 Proteína de reparación de 

desajuste 

33 100.00% 

1 y 21 RNA polimesara factor sigma 

RpoD 

5.9 77% 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_SPU62775
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_087932852
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_087932852
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AIJ95706
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_141061048
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAL52346
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_080596910
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAL51749
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_006190989
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_006190989
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AAL52244
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Con el objetivo de explorar otro método diagnóstico en el cual se utilicen las clonas 

de fagos como antígeno de captura se llevó 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, 18 y 17). Para poder comparar la eficacia de este método se utilizó como control 

antígeno 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 ningún péptido en su superficie. Al utilizar el antígeno 

crudo de Brucella la mancha se intensifica, lo cual siguiere una sensibilidad mayor 

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

Por lo tanto, concluimos que este método utilizando como antígeno de captura las 

clonas de fagos no es el mejor, ya que podemos inferir que su nivel de sensibilidad 

es bajo, pues no detectó los sueros de cabras desafiadas con B. melitensis como 

positivos.  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Evaluación de la reactividad de sueros positivos a B. 

melitensis por medio de DOT-BLOT, utilizando diferentes antígenos de 

captura. Se utilizaron 6 clonas de fagos de la biblioteca Ph D. 12, como 

control se utilizó el fago M13 y antígeno crudo de Brucella. 
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Con el objetivo de evaluar la reactividad cruzada de las clonas de fagos se llevó a 

cabo la producción de sueros hiperinmunes en el modelo de rata, con el propósito 

de generar muestra de referencia para su uso en experimentos posteriores. Esto se 

llevó a cabo en ratas Wistar utilizando antígenos de B. melitensis, Y. enterocolitica 

O:9 y Salmonella Dublin previamente inactivados.  

Para monitorear la producción de anticuerpos se obtuvo una muestra sanguínea 14 

días posteriores a la primera inoculación, y se llevó a cabo un ELISA utilizando como 

antígeno de captura el antígeno 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 día 14 se encontró un mayor nivel de anticuerpos 

contra los microorganismos inoculados, esto con respecto al día 0. De acuerdo con 

estos resultados las ratas respondieron al estímulo y la producción de anticuerpos 

aumentó a lo largo del estudio.  
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Figura 11. Evaluación de la producción de anticuerpos de ratas inmunizadas 

con diferentes antígenos 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 reacción a los sueros hiperinmunes de ratas inmunizadas con antígeno 

de Y. enterocolitica O:9 y Salmonella Dublin; estas clonas previamente fueron 

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

Se calculó el punto de corte por clona, éste se definió como el promedio de las 

lecturas de los sueros negativos a B. melitensis de ratas al día 0, a este promedio 

se le sumaron tres desviaciones estándar.  

Los resultados se muestran en densidad óptica, 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).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Evaluación de la reactividad cruzada de clonas de fagos de la biblioteca 

Ph.D.-12 a diferentes antígenos por medio de ELISA. Los resultados se expresan en 

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



43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Evaluación de la reactividad cruzada de clonas de fagos de la biblioteca 

Ph.D.-C7C a diferentes antígenos por medio de ELISA. Los resultados se expresan en 

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

 

Los resultados indican que, 5 clonas no presentaron reacción 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. DISCUSIÓN  

 

La brucelosis es una enfermedad que aún representa un desafío en todo el mundo 

debido a la capacidad de estos microorganismos de tener múltiples especies de 

hospederos animales, la epidemiología compleja y las limitaciones en el diagnóstico 

(Franc et al., 2018). 

 

El diagnóstico de laboratorio se basa en tres enfoques diferentes: (i) diagnóstico 

directo por aislamiento, (ii) diagnóstico indirecto por pruebas serológicas y (iii) 

diagnóstico por biología molecular. A pesar de la experiencia establecida con las 

pruebas serológicas y las pruebas de amplificación de ácidos nucleicos, el cultivo 

todavía se considera el “estándar de oro” debido a su relevancia clínica y 

epidemiológica (Buenaventura et al., 2021). Sin embargo, esta metodología 

conlleva varias desventajas, las más importantes, el aspecto de bioseguridad y la 

necesidad de contar con personal calificado.   

 

Por este motivo se han desarrollado pruebas serológicas que resuelven este 

problema; sin embargo estas técnicas presentan ciertas desventajas (Al Dahouk y 

Nockler, 2011), una de las más 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 basándose únicamente en 

las pruebas serológicas disponibles. 

 

La aplicación y desarrollo de antígenos proteicos específicos parece ser una posible 

estrategia para minimizar estos inconvenientes, dicho lo anterior en este trabajo se 

identificaron péptidos que pueden ser utilizados en el diagnóstico 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 interacción entre algunas moléculas como lo es el  sistema de secreción 

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 proteínas que intervienen en la adherencia 

de Brucella (Posadas et al., 2012) así como las que intervienen en la invasión  (Li 

et al., 2014). 

 

Otra aplicación de esta metodología es la identificación de péptidos para su uso en 

el diagnóstico.  

 

Quizá el primer trabajo reportado es el de Lichtfouse y colaboradores (1995) en 

donde se expresó una proteína de membrana externa (OMP 89) de B. abortus, con 

el objetivo de crear un método de diagnóstico más específico, por medio de un 

inmunoensayo.  En este estudio se utilizó un anticuerpo monoclonal especifico 

dirigido a OMP 89 para el proceso de bioselección, y llevaron  a cabo 3 rondas, este 

número de rondas es común ya que los expertos recomiendan entre 3 a 5 rondas 

para obtener un grupo de fagos enriquecidos con unión específica (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 quizá se deba a una mala elección del 

anticuerpo monoclonal para la bioselección 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 

específicos 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 metodología de nuestro estudio en donde utilizamos 

sueros de cabras inmunizadas con B. melitensis, es decir un suero policlonal para 

el proceso de bioselección,  ya que la sangre de un animal infectado contiene una 

buena fuente de anticuerpos específicos de unión a antígenos (Abbady et al., 2011) 

a diferencia de los anticuerpos monoclonales (AcM). Los AcM tienden a seleccionar 

un solo sitio de unión, un péptido seleccionado con un AcM durante el proceso de 

bioselección puede tener una adaptabilidad excelente para un parátopo en 

particular, pero esta capacidad de imitar al antígeno original depende 

completamente de la forma y las propiedades moleculares del sitio de unión 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 más laboriosos y costosos de 

producir, en comparación con los anticuerpos policlonales, estos se dirigen a 

múltiples epítopos y, por lo tanto, contienen especificidades que cubren la gama 

completa de epítopos en un antígeno que se presenta al sistema inmune y  suelen 

tener mayor avidez por el antígeno en cuestión; esto es a pesar de que la mayoría 

de los anticuerpos presentes en una muestra policlonal están dirigidos contra 

epítopos 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 selección negativa 

pudieron identificar 2 péptidos capaces de eliminar la rección cruzada entre Yersinia 

spp. y Brucella spp.  

 

Beninati y colaboradores (2009) utilizaron está técnica para identificar péptidos 

específicos anti-LPS del epitomo A y C, utilizando un anticuerpo monoclonal, en 

esta investigación utilizaron 3 bibliotecas de péptidos expresados en fagos de 9, 12 

y 15 aminoácidos fusionados en la proteína pVIII del fago M13; el uso de diferentes 
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tipos de bibliotecas de bacteriófagos también es recomendable, en nuestro estudio 

se utilizaron 2 bibliotecas la Ph.D.-C7C y Ph.D.-12 expresados en la pIII del fago 

M13.  Las funciones biológicas de los bacteriófagos no se ven afectadas con las 

fusiones a su extremo amino. Por el contrario, con la inserción de péptidos de más 

de 10 aminoácidos en todas las copias de la proteína pVIII no se obtienen los 

mejores resultados, debido a que no permite el ensamblaje de la cápside (Iannolo 

et al., 1997) ya que pueden afectar la infección de los fagos a través del pili de E. 

coli  (Ping et al., 2021).  

 

pVIII se usa comúnmente para mostrar péptidos cortos (6 a 8 aa) debido a su 

abundancia en la cápside del fago (Fernandez et al., 2008). pIII tolera inserciones 

más 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 añadir cisteínas en los extremos, esto con el propósito de que se forme un asa 

(loop) que permita mimetizar epítopos 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 múltiples conformaciones, es por eso que 

suelen ser más versátiles en el sentido que para epítopos lineales generalmente se 

encuentran más clones positivos que cuando se utilizan las bibliotecas restringidas 

(Ph.D.-C7C) (Vispo y Puchades, 2001). Tomando en consideración esta 

información, en este estudio logramos identificar más péptidos específicos 

utilizando la biblioteca Ph.D.-12, 19 contra 7 de la biblioteca Ph.D.-C7C.  

 

También es recomendable llevar a cabo una selección 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 selección 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 unión no específica de 

fagos y obtener resultados de detección más efectivos (Yun et al., 2019).   

 

Esta metodología se asemeja a la que se llevó a cabo en este estudio, la cual se 

realizó solo con el suero utilizado en la bioselección 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 serológicas disponibles para el diagnóstico de brucelosis en cabras 

son la prueba de tarjeta al 3% y fijación del complemento; la primera es una técnica 

bastante útil, rápida y tiene la ventaja de que puede realizarse con el suero sin diluir, 

además 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 sitúa 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 índice de especificidad; 

generalmente esta característica la encontramos en los péptidos obtenidos a partir 

de despliegue en fagos. En veterinaria se ha utilizado para aumentar los índices de 

especificidad en el diagnóstico 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 logró 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 fijación 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 difícil de ejecutar, requiere buenas instalaciones y 

una formación específica del personal para titular y conservar los reactivos 

adecuadamente (Organización Mundial de Sanidad Animal, 2018).   

Este inconveniente también es eliminado al utilizar los péptidos de despliegue en 

fagos, ya que la producción de los péptidos suele ser rápida, 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 bacteriófagos, que 

incluyen estabilidad respecto a los cambios de temperatura y pH, un bajo costo de 

producción y una operación fácil (Ping et al., 2021).  

En este estudio se utilizaron 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 reacción entre los 

fagos y el suero fue poco visible si se compara con el antígeno crudo de Brucella. 

Aunado a que el fago M13 silvestre mostro el mismo patrón 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 idóneo para 

el uso de estos péptidos, ya que con la técnica de ELISA la mayoría 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 más de la mitad; esto lo adjudican a que los pocillos 

de las microplacas suelen ser más sensibles, ya que están  fabricados 

específicamente para detectar sustancias en muestras biológica.  

A lo largo del tiempo se han implementado otras técnicas serológicas 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 amplían el panorama en cuanto al tipo de muestra requerida, pues para 

todas puedes utilizar suero, leche o plasma (Suárez, 2015). Sin embargo, la 

principal desventaja es que todas se basan en la detección de anticuerpos, en 

particular de la clase IgG1 contra el LPS, el cual se usa como antígeno de captura, 

en el caso del ELISA competitivo utiliza un anticuerpo monoclonal específico para 

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

 

La cadena O contiene cuatro tipos de epítopos: A, M, C y C/Y, los epítopos de la 

cadena O difieren en el número de unidades del homopolímero N-formil-perosamina 

(perosamina) y en el tipo de enlaces entre estas moléculas.  El epítopo A cuenta 

con más de 5 unidades de perosamina, unidas por enlaces α 1-2. El epítopo M 

incluiría al menos un enlace α 1-3 y el epítopo C incluiría menos de 5 unidades de 

perosamina en enlaces α 1-2, por último,  el epítopo C/Y está compuesto por dos 

unidades de perosamina en enlace α 1-2 (García, 2011). 

Este tipo de enlaces se encuentran en todas las cepas de Brucella lisas, pero 

también es común en otros microrganismos como Yersinia enterocolitica serotipo 

O:9 ya que su cadena O también está compuesto por perosamina en enlaces 

exclusivamente α 1 – 2 (Ducrotoy et al., 2016) además de determinantes comunes 

al epítopo 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 epítopos 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 reacción contra Salmonella Dublin, no así 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 homología reportada entre Brucella y Yersinia; 

dificultando alcanzar nuestro objetivo.  

 

Es difícil rastrear el origen de las reacciones cruzadas por lo que es un campo que 

siempre permanece relativamente abierto a la investigación (Ducrotoy et al., 2016), 

si bien en nuestro estudio las clonas reaccionan con sueros de Yersinia, eliminar la 

reacción cruzada con al menos una de las bacterias más reportadas es benéfico 

para el diagnóstico.  

 

Y. enterocolitica O:9 puede causar infecciones leves en el ganado (Ducrotoy et al., 

2016) en cuanto a Salmonella la infección se presenta en rebaños mixtos y también 

suele estar presente de manera habitual en el tracto digestivo (Pérez, 2019) 

causando la producción de anticuerpos contra estos agentes,  sin embargo a 

diferencia de Yersinia enterocolitica 0:9 el serotipo de Salmonella causante de las 

reacciones cruzadas no está plenamente identificado, en este estudio se eligió 

Salmonella Dublin ya que es la responsable de causar enfermedades digestivas en 

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

 

Los resultados falsos positivos dificultan el diagnóstico serológico de la brucelosis, 

se han realizado muchas modificaciones de diversas pruebas serológicas para 

superar el problema, obteniendo un éxito limitado (Padilla et al., 2010).  Este es el 

caso de las proteínas de membrana externa (Omps) y BP26. Bai y colaboradores 

(2021) compararon y analizaron estas proteínas para su uso en el diagnóstico, sin 

embargo la capacidad para detectar sueros positivos utilizando una sola proteína 

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 (López, 2002) haciendo 

necesario el uso de varias proteínas para aumentar la especificidad, sin embargo 

esto también aumenta el riesgo de tener falsos positivos con Vibrio 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vibrio-parahaemolyticus
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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  antígeno 

crudo de B. melitensis B115 (rugosa).  Si bien no llevaron a cabo estudios de 

reacciones cruzadas, prácticamente todas las pruebas serológicas contra Brucella 

sp. que usen LPS, parte de LPS o células completas como antígeno 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 o 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 proteínas citoplasmáticas y 

citosólicas con potencial diagnóstico o vacunal; concluyeron que estas eran las más 

aptas para este propósito comparándolas 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 homología con proteínas 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 antígenos de tipo 

intracelular solamente una exposición prolongada de Brucella al sistema inmune 

produciría anticuerpos contra esta; como sucede en una infección de campo, 

fenómeno parecido al que presenta el hapteno nativo de Brucella (González et al., 

2006), molécula que requiere la combinación de altos títulos de anticuerpos y avidez 

los cuales resultan de una infección activa por Brucella (Nielsen et al., 2006).  

 

https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vibrio-parahaemolyticus
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/listeria-monocytogenes
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/legionella-pneumophila
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El uso de una biblioteca de fagos para detectar un patógeno intracelular como 

Brucella es atractivo porque puede permitir la identificación de epítopos antigénicos 

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

como los identificados en este estudio. Esta investigación servirá como base para 

futuros estudios pues creemos que la combinación de las técnicas adsorción de 

sueros y selección negativa mejora considerablemente la especificidad.  

 

8. CONCLUSIONES  

 

 Este estudio logró la estandarización de un ELISA utilizando como antígeno 

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 homología con 

proteínas internas de Brucella. 

 La técnica de despliegue en fagos es una alternativa rápida y específica para 

la búsqueda de péptidos que sean de utilidad en el diagnóstico serológico de 

brucelosis y posiblemente de cualquier enfermedad. 

 

9. PERSPECTIVAS 

 Llevar a cabo la validación de la técnica de ELISA, para el diagnóstico de la 

brucelosis.  

 Evaluar la síntesis y uso de péptidos sintéticos a partir de las secuencias 

reconocidas, para ensayos de ELISA.  
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