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Uso de fagos filamentosos para el disefio de un inmunodiagnostico y de una
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1. RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad del sistema nervioso central causada por la fase
larvaria del céstodo Taenia solium que también es el agente causal de la cisticercosis porcina y la taeniasis
en humanos. Las enfermedades causadas por T. solium son reconocidas como un serio problema de salud
a nivel mundial. El diagnéstico de la NCC requiere de técnicas costosas tales como la tomografia
computarizada y la resonancia magnética, que no son accesibles a la mayoria de la poblacion de los paises
en desarrollo donde la enfermedad es endémica. Aunque se cuenta con un método diagnostico reconocido
por la Organizacion Mundial de la Salud denominado EITB, su empleo no es adecuado en las poblaciones
de zonas endémicas, en formatos de ELISA y de Western blot, ni en ensayos de campo. Se han utilizado
otras técnicas para detectar anticuerpos y antigenos de T. solium. Los antigenos utilizados en estos ensayos
son obtenidos a partir de extractos y de fluido de T. solium. Debido a la dificultad en la disponibilidad y
calidad del material parasitario para obtener los antigenos, se han realizado muchos intentos para producir

y evaluar antigenos recombinantes.

Como parte de este estudio, se generd una biblioteca de ADN gendémico de cisticercos de T.
solium donde péptidos o proteinas fueron fusionadas al amino terminal de la proteina pVIII de M13
expresados sobre la superficie del fago. Con el fin de identificar clonas que expresen antigenos derivados
del paréasito con potencial de inmunodiagnostico de NCC, la biblioteca fue usada en ensayos de
bioseleccion y su reactividad evaluada en ELISA usando un suero de raton hiperinmune anti-T.
crassiceps. Dos clonas fueron seleccionadas para la evaluacion de su inmunorreactividad con un panel de
muestras de Liquido Cefalorraquideo (LCR) y plasmas de pacientes con NCC confirmada, y como
controles muestras de LCR de pacientes con encefalitis y plasmas de individuos sanos. Usando las clonas
recombinantes seleccionadas (EK5 y EK26) para el inmunodiagnéstico de NCC, se obtuvo una
sensibilidad del 52%. Ademas, se observo que estas clonas recombinantes reconocieron anticuerpos

presentes en muestras de LCR y plasmas de pacientes con NCC que presentaban arachnoiditis e



hidrocefalia (EK26-50% y EK5-100%, respectivamente) lo que indican que estas moléculas pueden servir
como potenciales marcadores moleculares para estas manifestaciones clinicas. De esta forma, se muestra
que la identificacion de antigenos expresados en fagos aislados de una biblioteca de ADN gendmico

pueden servir como componentes para el desarrollo de herramientas de inmunodiagndstico para la NCC.

Por otra parte, el papel del cerdo como huésped intermediario en el ciclo de vida del parasito
ofrece la posibilidad de interferir con la transmision de la enfermedad al disefiar una vacuna que se aplique
a los cerdos. Por lo tanto, el desarrollo de una vacuna contra la cisticercosis porcina ha sido el proposito de
muchos grupos de investigacion. Asi, se propuso el uso de fagos para mejorar la inmunogenicidad de una
vacuna de péptidos sintéticos asi como para reducir los costos de su produccion. Se produjeron fagos
recombinantes de M13 para expresar los péptidos KETc1, KETc12, GK1y el antigeno KETc7. El pool de
estos cuatro fagos recombinantes fue evaluado en cerdos. Se vacunaron cerdos via oral y subcutanea
induciendo una respuesta inmune celular antigeno especifica. Los datos apuntan a la capacidad protectora
de esta vacuna de fagos recombinantes contra la cisticercosis porcina. La inmunogenicidad de estos fagos
recombinantes, aunado a su bajo costo de produccién, los hacen candidatos factibles para ser evaluados en
cerdos como una vacuna en un ensayo de campo. Este es el primer reporte de la aplicacion de fagos
filamentosos como vacunas en animales grandes como el cerdo, el Unico huésped intermediario de T.

solium, un parasito de importancia médica y econémica en paises en via de desarrollo.

En resumen, se reporta la factibilidad del uso de la tecnologia de Phage Display para identificar y
producir moléculas que pueden ser Utiles en el desarrollo de componentes de un inmunodiagndéstico o de

vacuna contra la cisticercosis.



1.1 ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is a disease of the central nervous system caused by the larvae stage of
Taenia solium cestod, which is also the causal agent of pig cysticercosis and taeniasis in humans. The
diseases caused by T. solium are recognized as a serious health problem at a world-wide scale. The
diagnosis of the NCC requires expensive techniques such as computed tomography and magnetic
resonance, which are not accessible to most of the population of developing countries where the disease is
endemic. Although there is a diagnosis denominated EITB recognized by the World Health Organization,
it is not useful on endemic zone populations, nor in ELISA formats, Western blot and in field tests. Other
techniques have been used to detect antibodies and antigens of T. solium. The antigens used in these tests
were obtained from homogenate’s extracts and fluid of T. solium. Due to the difficulty in the availability
and quality of the parasitic material to obtain the antigens, many attempts have been made to produce and

evaluate recombinant antigens.

In this study, a genomic DNA library was generated from T. solium cysticerci where peptides or
proteins were fused to the terminal amino of the protein pVIII which is expressed on the surface of M13
phage. With the purpose of identifying clones expressing T. solium-derived antigens with NCC
immunodiagnostic potential, the library was used in biopanning tests and their reactivity evaluated in
ELISA using a mouse hyperimmune anti-T. crassiceps serum. Two clones were selected for the evaluation
of their immunoreactivity with a panel of cerebrospinal fluid (CSF) and plasma samples from patients
with confirmed NCC, and samples of CSF of patients with encephalitis and plasma from healthy
individuals were used as controls. Using the selected recombinant clones (EK5 and EK26) for NCC
immunodiagnostic, a 52% sensitivity was obtained. In addition, it was observed that these recombinant
clones recognized antibodies present in samples of CSF and plasma of patients with NCC that presented
arachnoiditis and hydrocephalus (EK26-50% and EK5-100%, respectively) indicating that these molecules

can serve as potential molecular markers for these clinical manifestations. Therefore, the identification of



antigens expressed in isolated phages of a genomic DNA library can serve as components for the

development of immunodiagnostic tools for NCC.

On the other hand, the paper of the pig as intermediary host in the parasite’s life cycle offers the
possibility of interfering with the transmission of the disease by designing a vaccine for pig
administration. Therefore, the development of a vaccine against porcine cysticercosis has been the
intention of many research groups. In this way, the use of phages was seated out to improve the
immunogenicity of a synthetic peptide vaccine as well as to reduce the cost of its production.
Recombinant M13 phages were constructed to express the peptides KETc1, KETc12, GK1 and the KETc7
antigen. A pool of these four recombinant phages was evaluated in pigs. They were vaccinated by oral and
subcutaneous via inducing a cellular, antigen-specific immune response. The data aim to the protective
capability of this recombinant phages vaccine against porcine cysticercosis. The immunogenicity of these
recombinant phages, combined to their low production cost, makes them feasible candidates to be
evaluated in pigs as a field test vaccine. This is the first report of the application of filamentous phages
vaccines on big animals like the pig, the only intermediary host of T. solium, a parasite of medical and

economic importance in developing countries.

In summary, the feasibility of the use of Phage Display technology to identify and produce
molecules that can be useful in the development of components for immunodiagnostic or vaccine against

the cysticercosis is reported.



2. INTRODUCCION

La cisticercosis (CC) en humanos y cerdos es causada por la forma larvaria (cisticerco) producida
por el helminto Taenia solium. La cisticercosis tiene una distribucién mundial, pero es mas frecuente en
paises en vias de desarrollo. Dentro de las zonas mas afectadas se encuentran América Latina, Asia y
Africa (Sotelo, et al., 1996) (Figura 1). En estas regiones se encuentran las condiciones que permiten la
perpetuacion de la cisticercosis humana como son la higiene inadecuada, disposicion de heces al aire libre,
sistemas ineficientes de inspeccidn sanitaria de la carne, la crianza rastica de los cerdos e ingestion de
carne de cerdo infectada, asi como el riego de alimentos con aguas negras (Hoberg, et al., 2000). La
cisticercosis habia sido completamente erradicada de Europa y de otros paises desarrollados, sin embargo,
debido al alto nimero de inmigrantes de paises endémicos se ha reintroducido la enfermedad (lto, et al,

2003; Schantz, 92, 98; White, 2000).
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Figura 1. Distribucién geografica mundial de T. solium. WHO, 2002.



El adulto de T. solium es un parasito que habita el intestino del hombre. El gusano tiene un
escolex o cabeza, el cual se estrecha de un lado desarrollando una region de tejidos proliferativos desde el
cual los proglétidos son producidos en cadena, formando el estrdbilo. El escélex tiene cuatro ventosas y
un rostelo con dos hileras de 11-14 ganchillos de 100-160 um de longitud. Tanto las ventosas como el

rostelo permiten la union del gusano a la pared intestinal (Sciutto, et al., 2000). (Figura 2a)

El ciclo de vida de T. solium incluye a la fase larval (cisticercos) que afecta tanto al cerdo como
huésped intermediario y al humano como huésped definitivo (contiene al gusano). Los huevos son
producidos por el gusano adulto localizado en el intestino de los humanos quienes ingirieron los
cisticercos presentes en la carne de cerdo mal cocida. El parésito produce progldtidos gravidos y los

huevos son desechados en las heces de los humanos infectados por el gusano adulto.

Figura 2. a) Micrografia electrénica de barrido del excdlex de T. solium. b) Seccion cerebral mostrando maltiples
cisticercos en etapa vesicular. (Cisticercosis Humana, 1998).

Cada proglétido gravido contiene de 30 000-50 000 huevos; cerca del 50% de los huevos
contienen oncosferas invasivas. La T. solium completamente desarrollada libera de cuatro a cinco
proglétidos por dia, liberando los huevos al medio. El ciclo es completado cuando la carne de cerdo mal
cocida que contiene cisticercos viables, es digerida por el huésped definitivo. El escélex y el cuello dentro

de un cisticerco viable evagina en respuesta a las sales biliares y la tripsina (Sciutto, E. et al., 2000). El



gusano se une a la superficie del intestino delgado y comienza a desarrollarse hasta alcanzar la forma de

un gusano adulto en 5-12 semanas.

La localizacion mas comun de los cisticercos en humanos es el tejido subcutaneo y el sistema
nervioso central (SNC), aunque se han localizado también en ojo, madsculo, corazon, higado, pulmones,
cavidad abdominal y médula espinal. La localizacion de los cisticercos en el sistema nervioso central
produce la NCC, que es una enfermedad grave y de consecuencias severas (Sotelo, 2000, Rosenfel, 2003)
(Figura 2b). En México es un padecimiento frecuente y de alta endemicidad; las zonas de mayor
seroprevalencia se localizan en las regiones occidental y sureste del pais (Larralde 1992). La
neurocisticercosis es un problema de salud en paises endémicos donde se reporta como la primera causa
de epilepsia en adultos (30-50%) (Fleury, A., et al., 2003). Los datos de la seroprevalencia de la NCC en
Mexico se estiman en 1.3% al 3.1%, pero con las nuevas técnicas de ELISA y de EITB, se ha estimado
alrededor del 10% (Sarti, E., et al. 1994). Los valores de la seroprevalencia son mas altos entre 15 y 45

afios de edad y en mujeres.

2.1 DIAGNOSTICO DE LA NEUROCISTICERCOSIS

Las manifestaciones clinicas de NCC varian de acuerdo a la localizacion, medida y etapa de los
cisticercos. Ademas de la epilepsia, la NCC puede provocar dolores de cabeza, hipertension intracraneal,
deficiencias motoras y sintomas psiquiatricos (Garcia, H. et al., 2003). El diagndstico de la NCC mejoré
enormemente con la introduccion de la tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM).
Estas técnicas demuestran el nimero y topografia de las lesiones, su estado de involucion y el grado de
reaccion inflamatoria del huésped contra los parésitos. En general, la RM proporciona una mejor
deteccion y definicion de imagen. La posibilidad de reconstrucciones de imagenes multiplanares, la

capacidad para visualizar las fosas posteriores sin artefactos 6seos y su alta resolucién de contraste



permite a la RM reconocer muchas formas de cisticercosis no visualizadas con la TC (Héctor H. et al.,

2003).

Sin embargo, estos métodos son poco accesibles debido a los altos costos y la escasez de equipo
en muchos paises donde la enfermedad es endémica. EI panorama se agrava considerando que el
seguimiento de los pacientes requiere de estudios imagenoldgicos adicionales. Asi, la disposicion de un
procedimiento de bajo costo y facil aplicacion capaz de diagnosticar NCC continua siendo de gran interés
tanto para el diagndstico de caso como para estudios epidemiol6gicos en paises de alta endemia en donde

se requiere la aplicacion de campafias para la prevencion de esta enfermedad.

Numerosos grupos de investigacion han enfocado sus esfuerzos en el disefio de
inmunodiagnosticos para la NCC que se han basado tanto en la deteccién de anticuerpos como de
antigenos. En la deteccién de anticuerpos se han evaluado diferentes técnicas como es la fijacion de
complemento, la hemaglutinacion (Larralde C. 1986), aglutinacion por latex (Rocha, S.M. et al., 2002),
ensayos inmunoenzimaticos, ELISA, ELISA-dipstick (Dorny, P. et al., 2003) y Western-blot (Gekeler F,
et al., 2002; Mittal V, et al., 2001; Hancok, K, et al., 2003, Sato, M., et al., 2003). Estos métodos se han
evaluado usando distintas fuentes antigénicas provenientes del parasito, como lo son extractos totales de
T. solium (Larralde et al., 1989), de liquido vesicular (Larralde et al., 1986; Dekumyoy et al., 2000), de
escllex (Nascimento et al., 1987), y antigenos de secrecion (Molinari et al., 2002). También se han
utilizado antigenos heter6logos provenientes de cisticercos de Taenia crassiceps. Este parasito comparte
antigenos de reaccién cruzada con los cisticercos de T. solium, pudiendo utilizarse para reemplazar a
aquellos sin decremento en su sensibilidad ni especificidad (Larralde et al., 1990; Bueno et al., 2000;
Pardini et al., 2002; Peralta et al., 2002, Ishida et al., 2003). La facilidad y cantidad con que se pueden
obtener antigenos de T. crassiceps, resulta ventajoso mediante un procedimiento sistematico y controlado
a partir de ratones infectados experimentalmente. Recientemente, se han utilizado antigenos sintéticos

(Gevorkian et al., 1996; Hernandez et al., 2000), recombinantes (Sako et al., 2000; Hubert et al., 1999;



Chung et al., 2002) o purificados (da Silva et al., 2000; Ev et al., 1999; Peralta et al., 2002) a partir de

cisticercos de T. crassiceps.

La prueba inmunodiagnostica mas especifica desarrollada hasta ahora es la denominada EITB
(enzyme-linked immunoelectrotransfer blot). Es una prueba que se basa en una fraccion de antigenos
glicoproteicos de cisticercos de T .solium, purificados por cromatografia usando lentil-lectinas, que
presenta una especificidad del 100% y una sensibilidad que varia del 70 al 90% (Tsang et al., 1989). Sin
embargo, frecuentemente el ensayo resulta positivo para portadores de T. solium asi como de T. saginata y
se ha encontrado una sensibilidad del 28% en casos con un solo cisticerco en el cerebro (Wilson, et al.,
1991). La realizacion de este método es costosa y de dificil ejecucion. Ademas, requiere la utilizacion de
antigenos purificados a partir de cisticercos con la variabilidad que implica el uso de parasitos de
diferentes origenes, aspecto de especial interés en vista de la posible variabilidad del parésito (Yakoleff-
Greenhouse et al., 2002). Otra limitante es que la mezcla de estos antigenos no es aplicable para ELISA
debido a la presencia de fracciones no especificas. En paises donde la enfermedad es endémica, el método
de ELISA es preferible por su mejor disponibilidad, simplicidad y menor costo comparado con el EIBT

(Rosas et al., 1986).

En cuanto a la taeniasis, el humano es el Unico portador. La taeniasis tiene un curso clinico
benigno, produciendo algunos trastornos gastrointestinales o es asintomatica. La deteccion de los
portadores humanos de T. solium fue identificado como uno de los puntos clave para la implementacion de
controles viables para esta enfermedad (WHO, 1983). El diagndstico de la taeniasis se realiza mediante la
identificacion de proglétidos expulsados en el excremento o por identificacion de huevos de Taenia en la
material fecal observables al microscopio por medio de estudios coproparasitoscépicos. Sin embargo, este
estudio diagnostico es poco sensible (60%), ya que se debe tener destreza para identificar a los huevos y
no todos los dias se eliminan huevos en la materia fecal. También existe una prueba inmunoldgica

denominada ELISA para la deteccion de coproantigenos (ECPS). Esta técnica es una prueba diagnéstica



sensible (95%) y especifica (99%) comparada con el ECPS (aunque no es comercial) (Maass, M., et al.,
1992). Nuevas y mejoradas herramientas de inmunodiagnéstico y de PCR para la taeniasis se estan

desarrollando (James C. et al., 2003).

2.2 VACUNA CONTRA LA CISTICERCOCISIS PORCINA

Debido a los escasos avances observados en el control y diagndstico de la taeniasis, la mayoria de
los estudios se han enfocado a controlar la enfermedad en el cerdo. El papel del cerdo como huésped
intermediario ofrece la posibilidad de generar un método de control real para interferir o impedir la

transmision de la infeccion al vacunar a los cerdos, modificando asi la prevalencia de la cisticercosis.

En el laboratorio y en el campo se han evaluado distintos antigenos que han demostrado
proteccidn parcial contra el reto con T. solium. En algunos de estos estudios se han utilizado antigenos
derivados de extracto total de T. solium; de oncosferas (Molinari et al., 1988); de productos de extractos
de excrecion-secrecion de oncosferas de T. solium (Pathak and Gaur, 1990); y extractos antigénicos de
cisticercos de T. crassiceps (Sciutto et al., 1990; Manoutcharian et al 1996). Se han identificado antigenos
protectores obtenidos de distintas estructuras y estadios de T. solium. Se ha evaluado su capacidad
protectora en modelos experimentales y se han obtenido distintos niveles de proteccion. La mayoria de la
busqueda de antigenos se ha llevado a cabo con estadios tempranos del parasito, ya sea en la fase de huevo
(oncosfera) o de cisticerco, basandose en gue estos estadios son los mas vulnerables a la respuesta inmune.
Se ha observado que los antigenos obtenidos de oncosferas y de cisticercos de T. solium protegen contra
especies homdlogas y heterdlogas de taenias, tal vez debido a la conservacion de los antigenos en las

distintas fases del parasito y entre diferentes especies de Taenias.

10



La mayoria de los experimentos en que se evallan antigenos como candidatos a vacunas se han
realizado bajo condiciones experimentales. Y aunque estos experimentos no reflejan las condiciones
presentadas en la infeccién natural del parasito, resulta un método efectivo para seleccionar antigenos y
evaluar su capacidad protectora para el desarrollo de una vacuna. Como consecuencia de los altos costos y
la dificultad en el manejo de los cerdos naturalmente expuestos, hay pocos ensayos de vacunas realizados
en el campo (Molinari et., al 1997; Huerta et al., 2000). Sin embargo, para seleccionar antigenos
candidatos como vacuna es indispensable su evaluacion en el campo para determinar su capacidad
protectora en condiciones reales (heterogeneidad genética, con cerdos mal alimentados, expuestos a

mdltiples retos, con un bajo nivel inmunoldgico, etc.).

Como una alternativa ante los problemas técnicos y de costos implicados al trabajar con cerdos y
cisticercos o extractos de T. solium, se plante6 la utilizacion del modelo murino de cisticercosis producida
por T. crassiceps que permite explorar experimentos que serian dificiles de realizar en cerdos, asi también
el estudio de la relacion huésped-parasito, este modelo permite conocer fenébmenos que posiblemente

puedan extrapolarse a la cisticercosis porcina.

Los cisticercos de T. crassiceps se reproducen asexualmente por gemacion (experimentalmente)
facilitando su estudio, ya que los cisticercos pueden ser mantenidos en el laboratorio mediante infeccion y
permite recuperar hasta gramos de antigeno por raton en pocos meses de infeccion. La infeccion
experimental murina con T. crassiceps ha demostrado ser una fuente de antigenos de reaccién cruzada con
T. solium, utiles en el inmunodiagnoéstico de la cisticercosis humana (Larralde et al., 1989). Y es también
atil para evaluar vacunas candidatas contra la cisticercosis porcina producida por T. solium
(Manoutcharian et al., 1995). Ademas, la cisticercosis murina permite conocer el papel de los factores
bioldgicos implicados en la susceptibilidad del huésped, evaluar el papel del fondo genético en las

infecciones, estudiar la modulacién de los mecanismos inmunes celular y humoral, la naturaleza de las
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células inflamatorias e inmunocompetentes, asi como examinar los cambios endocrinolégicos que ocurren

en el huésped durante la infeccion.

Muchas preparaciones antigénicas de diferentes estadios y de diferentes céstodos han sido
utilizadas en el desarrollo de vacunas contra la cisticercosis. Entre estas preparaciones antigénicas, los
antigenos de cisticercosis de T. crassiceps han demostrado ser capaces de proteger a ratones contra
infecciones experimentales por T. crassiceps, asi como en cerdos parasitados con cisticercos de T. solium

(Manoutcharian et al., 1995).

La basqueda e identificacion de los antigenos componentes de la vacuna actualmente disponible
implico diferentes etapas. Al comienzo se evaluaron los antigenos totales del cisticerco de T. crassiceps
encontrandose que la proteccién era parcial en contra de la cisticercosis porcina y que la capacidad
protectora dependia directamente de la dosis de antigeno utilizada, pudiéndose inducir hasta la facilitacion

de la parasitosis a dosis altas (Sciutto, et al., 1995).

Posteriormente, del conjunto de antigenos totales se identificaron aquellos antigenos protectores
presentes en el extracto (Manoutcharian, et al., 1996). Con este objetivo, se obtuvieron fracciones
antigénicas a partir de los antigenos totales de cisticercos de T. crassiceps. De las fracciones antigénicas
aisladas se seleccionaron aquellas que indujeron los mayores niveles de proteccion a dosis bajas y altas
confirmando su capacidad protectora tanto en la cisticercosis murina como porcina (Valdez, et al., 1994;

Manoutcharian et al., 1995).

Con el objetivo de disponer de cantidades suficientes de estas fracciones para aplicarse como
vacuna en forma masiva, se decidié producir antigenos recombinantes. A partir de ARNm aislado de
cisticercos de T. crassiceps de la cepa ORF se construy6 una biblioteca de ADNc en el fago AZAP. De

este experimento se obtuvieron 3 clonas recombinantes que fueron fuertemente reconocidas por sueros de

12



cerdos infectados con cisticercos de T. solium. Estos antigenos se evaluaron en el modelo de cisticercosis
murina encontrandose diferentes niveles de proteccion con distintas clonas utilizadas (Manoutcharian, et

al., 1996). Los antigenos identificados se denominaron KETc1, KETc7 y KETc12.

Posteriormente se identificaron las regiones antigénicas protectoras en los antigenos
recombinantes de las clonas KETcl, KETc7 y KETc12. A partir de este trabajo se mostré principal interés
en el antigeno KETc7, debido a su tamafio (~100 amino&cidos) y a su capacidad protectora. La capacidad
protectora de KETc7 se ha confirmado por procedimientos de inmunizacion y por vacunacion con ADN
(Rosas, et al., 1998; Cruz, et al., 2000). Basados en la secuencia de KETc7 se realizé una prediccion
tedrica de las regiones de mayor antigenicidad y se identificaron varias secuencias peptidicas en forma

lineal con potencial interés, llamados GK1, GK2 y GK3 (Gevorkian, G. et al., 1996).

De estos tres péptidos, solo GK1 (péptido de 17 aminoacidos) indujo la reduccién de la carga
parasitaria de cisticercos de T. crassiceps del 57 al 70% en ratones BALB/CANN, obteniéndose una
inmunidad esterilizante en el 60% de los animales vacunados. Al estudiar las propiedades de GK1, se
demostrd que contiene al menos un epitopo de células B, al presentar la habilidad de inducir anticuerpos
contra el péptido y el antigeno total (AgT) de T. crassiceps sin necesidad de una proteina acarreadora. En
este mismo trabajo, se observo que GK1 también contiene al menos un epitopo de células T, que estimuld
la proliferacion de células CD8" y en menor proporcion las células CD4" estimuladas con el péptido o
AQT de T. crassiceps Al evaluar los niveles de citocinas se encontraron altos niveles de INF-y e IL-4. La
estimulacion de estas citocinas por GK1 indica la capacidad de este péptido para inducir una respuesta

inflamatoria (Toledo, A. et al., 1999).

Por otra parte, en la busqueda de nuevas moléculas inmunogénicas y protectoras contra la
cisticercosis, se construyd una molécula en la cual, se expresaron en las tres regiones determinantes de

complementariedad (CDR) el epitopo PT1 (epitopo derivado del antigeno KETc7) en el dominio variable
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de la cadena pesada (VH) de inmunoglobulina humana expresada en el fago M13. Esta construccion
estimulo especificamente la respuesta inmune celular y confirié proteccion, aun sin el uso de adyuvante,

contra la infeccién por T. crassiceps en ratones BALB/cANN. (Manoutcharian et al., 1999).

Sin embargo, se continto con la identificacion de epitopos adicionales para aumentar la capacidad
protectora de la posible vacuna y disminuir las diferencias antigénicas entre los paréasitos. Siguiendo estos
objetivos se analizaron las secuencias de los antigenos KETcl y KETc12 basandose en el método de
prediccién de epitopos (Hoop and Woods, 1983) encontrando dos péptidos los cuales se denominaron
KETcl (12 aminoécidos) y KETc12 (8 aminoécidos). La inmunizacion con KETcl indujo del 66.7% al
100% de proteccion contra la cisticercosis murina y la inmunizacion con KETc12 indujo proteccion del
52.7 al 88.1%. La respuesta inmune producida indica que ambos péptidos, aungue en niveles muy bajos
indujeron anticuerpos contra los péptidos. Tanto KETcl como KETcl2 presentaron capacidad de
estimular la proliferacion de células estimuladas con el péptido o el antigeno total de T. crassiceps.

(Toledo, A. et al., 2001).

Mediante citometria de flujo se observé que habia un incremento de células CD4"y CD8", pero en
mayor proporcion células CD8" al ser estimuladas con KETcl o KETc12 in vitro. Las citocinas
producidas en los ensayos de proliferacion fueron de tipo inflamatorias como el IFN-y e IL-2, también se
observo el incremento en los niveles de IL-4 e 1L-10 pero en menor magnitud, siendo una respuesta tipo

Th1 la implicada en la proteccion (Toledo, A. et al., 2001).

Debido a la escasez y las dificultades técnicas que se presentan para la purificacion de los
antigenos de las distintas especies de Taenias, se han hecho intentos para aislar y producir antigenos
recombinantes (Hubert, K., et al 1999; Hancock, K., et al 2003; Cheng, J., et al., 1999). Por otra parte, los
resultados obtenidos a partir de los antigenos KETcl, KETc7, KETcl12 y GK1, al inducir altos niveles de

proteccidn contra cisticercosis porcina han llevado a la necesidad de optimizar la produccién de estos
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antigenos a gran escala asi como aumentar su capacidad inmunogénica. De esta forma, se plante6 el uso
de una estrategia alternativa para resolver las dificultades que presenta el desarrollo de un

inmunodiagndstico y de una vacuna contra la cisticercosis.

2.3 PHAGE DISPLAY

La basqueda e identificacion de moléculas de interés biol6gico ha tenido gran avance desde la

aparicion de la tecnologia llamada Phage Display.

El método de expresar péptidos en fagos fue descrito por primera vez por Smith en 1985 y desde
entonces ha sido usada en diversos estudios. Phage Display consiste en la expresion de péptidos o
proteinas, fusionadas a algunas de las proteinas de la cubierta de fagos filamentosos (Ff), mientras que el
ADN del fago contiene el gen que codifica para esta proteina o péptido (Scott, J. et al., 1990). Tal fusion
aunada a la relativa sencillez de la manipulacion in vitro e in vivo de los fagos, permite la generacion de
moléculas ligando, con altas afinidades de unién, desplegadas en los fagos en relativamente poco tiempo
(2 a 3 semanas) y que son obtenidas por varios pasos de seleccion (Smith, G. et al., 1993). El Ff méas usado

es el M13, pero se han utilizado otros fagos, como el fago A.

El fago M13 tiene forma de filamento flexible con un didmetro aproximado de 6.5 nm y una
longitud de aproximadamente 900 nm. Su genoma es de ADN circular de cadena sencilla y mide
aproximadamente 6.4 kb, codifica para 11 diferentes proteinas las cuales estan implicadas en la
replicacion, morfogénesis y formacién de la capside viral. Su cubierta es de 1.5 a 2 nm de grueso y su
peso aproximado es entre 1.2 y 1.4 X10" Da. La masa total de la particula de fago se constituye en un 87%

de proteina (Marvin et al., 1998). (Figura 3).
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El ciclo de replicacion del fago comienza cuando el virus infecta a las bacterias E. coli. La
infeccion se lleva acabo por medio del reconocimiento del pilli de las células macho (F") mediante el
dominio N-terminal de la proteina I11 (plIl). Después de la retraccion del pilli y la penetracion del genoma
viral a través de la membrana bacterial, la bacteria replica y traduce su genoma asi como el del fago. El

ensamblaje de los fagos toma lugar en la membrana citoplasmética con ayuda de las proteinas pl y plIV.
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Figura 3. Esquema que muestra la estructura detallada del fago filamentoso M13. La proteina o péptido esta

representada sobre la superficie del virus como una fusion a la proteina plll. Micrografia electronica.

Durante el proceso de infeccion productiva de los Ff, a diferencia de los fagos liticos, no lisan a
sus hospederos. Esto representa una gran ventaja, ya que facilita los procesos de obtencién y purificacion
de las particulas virales. Se sabe que hay una generacion de cerca de 1000 particulas de fagos producidas
durante la primera generacion después de la infeccion, y cerca de 100 a 300 fagos son producidos durante
cada una de las siguientes generaciones. Este proceso se repite durante varias generaciones, resultando en

titulos de 10" hasta 10" fagos por ml de medio de cultivo (Russel, M., et al., 1994).

Phage Display incluye una técnica de seleccién in vitro llamada “biopanning” o bioseleccién.
Mediante esta técnica es posible una rapida identificacion de ligandos para distintos blancos (anticuerpos,
enzimas, receptores de superficie celular, etc.). La bioseleccion se lleva a cabo al incubar una biblioteca de
fagos en una placa cubierta con una molécula blanco, se lava para eliminar los fagos que no se unen y se
eluyen los fagos que se unieron especificamente (Scott el al., 1990). El fago eluido es amplificado en

bacterias E. coli y posteriormente se llevan a cabo varios ciclos o rondas adicionales de
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unién/amplificacion para enriquecer el conjunto de fagos en favor de aquellos que expresan los péptidos o
proteinas que se unieron con mayor afinidad. Después de 3 o 4 rondas, el inserto de las clonas

seleccionadas es caracterizado mediante la secuenciacién de su ADN.

La generacion de bibliotecas que expresan péptidos al azar, fragmentos de anticuerpos,
fragmentos de ADN gendmico o de genes, y de ADNc y su aplicacion en el procedimiento de seleccion ha
permitido la réapida identificacion de ligandos expresados en fagos y receptores implicados en
interacciones proteina-proteina, antigeno-anticuerpo, proteina-ADN, enzima-sustrato y otras interacciones

bioldgicamente importantes (Wilson, et al., 1998).

Las proteinas de la cubierta del fago cominmente usadas para la expresion de péptidos o proteinas
son la plll y la pVIII (Bhardwaj, et al., 1995), aunque también se han utilizado las pVI (Hufton et al.,
1999), la pVII y la pIX (Makowski, 1993). Generalmente, la expresion de los péptidos y proteinas en los
fagos, se lleva acabo como fusiones N-terminal en las proteinas de la cubierta del fago. Los péptidos
fusionados a plll son de 6 hasta 38 aminoécidos de longitud. Las fusiones a pVIII son més restringidas y
expresan péptidos de 6-8 aminoacidos de longitud (Kay, 1996). La plll expresa de 3-5 copias en el

extremo del virion mientras que de la pVIII son aproximadamente 2700 copias.

Debido a que el ADN puede ser clonado en el gen codificante de alguna proteina de la cubierta en
el genoma del fago, pueden existir problemas técnicos; asi la infectividad del fago puede ser afectada si
grandes insertos estan presentes en todas las copias de plll, o inestabilidad del fago si grandes proteinas
son expresadas en pVIII, para evitar esto, se utilizan los fagémidos y los fagos que se producen son fagos
hibridos (Barbas, et al., 2001). Estos fagos expresan sobre su superficie proteinas silvestres y proteinas
fusionadas (hasta una proteina en plll y 10-30% de las proteinas de pVIII). Los fagos hibridos pueden

también ser obtenidos al usar genomas de fagos modificados que contengan dos copias del gen codificante

17



de la proteina de la cubierta, uno proporcionando la proteina silvestre y el otro la proteina modificada.

Esto elimina la necesidad de fago helper. (Smith and Petrenko, 1997).

En un sistema hibrido, la expresion de una fusion a plll cominmente resulta en menos de una
copia por particula de fago. En la expresion de pVIII, la expresion multivalente y el nimero de proteinas
fusionadas varian, y depende de diferentes factores, tales como el tamafio, el plegamiento y la
composicion de los aminoécidos de los insertos. La expresion monovalente puede ser ventajosa cuando
una biblioteca de péptidos es seleccionada contra un ligando y se buscan las interacciones mas fuertes. La
expresion multivalente puede resultar en la seleccion de interacciones de baja afinidad. Cuando se lleva a
cabo un biopanning de bibliotecas expresadas en fagos, se observan distintas interacciones débiles y
fuertes, entonces la expresion multivalente debe resultar en una seleccion mas eficiente. Sin embargo,
puede incrementarse el riesgo de seleccionar un amplio fondo de interacciones débiles. Varios reportes de
biopanning con bibliotecas de ADN gendémico expresadas en la plll no dieron mas de un 10-20 % de
clonas positivas, mientras la expresion en pVIII resulté en casi 100 % de clonas positivas (Jacobsson, et

al., 1996).

Entre las principales ventajas de Phage Display sobre otras tecnologias de mapeo de epitopos es la
capacidad de trabajar con un gran nimero de péptidos a la vez (complejidad de 10') y llevando a cabo

rondas de seleccién pueden seleccionarse las clonas con més alta afinidad.

Las bibliotecas de péptidos expresados en fagos filamentosos incluyen un gran nimero de
péptidos de longitud determinada cuyas secuencias han sido generadas al azar, es decir, clonando oligos
sintéticos de longitud determinada pero con codones inespecificos con el fin de variar los residuos de
aminodcidos de cada posicion (Smith et al., 1993). Los péptidos de las bibliotecas estan fusionados a la
regién N-terminal de cualquiera de las proteinas de la capside del fago. Generalmente, el tamafio de los

péptidos es pequefio y pueden ir desde 6 hasta 38 aminoacidos. Respecto a su estructura, los péptidos
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expresados sobre la superficie de los fagos presentan conformacion lineal, pero también existen aquellos
cuyos péptidos forman estructuras secundarias tales como asas o loops (péptidos ciclicos) (Smith et al.,

1993) mediante puentes disulfuro formados por residuos de cisteinas y a-hélice (O” Neil et al., 1992).

Las bibliotecas de péptidos han surgido recientemente como una estrategia alternativa de
investigacion con numerosas aplicaciones, incluyendo el mapeo de epitopos lineales o conformacionales
(Zhang et al.,, 1997; Gevorkian et al., 1998; Manoutcharian et al., 1999; Cortese et al., 1996;
Germaschewsk et al., 1996; Ifiguez et al., 1998; Ferrer et al., 1999; Dybwad et al., 1995) 0 mimotopos
(Boots et al., 1997; Felici et al., 1993), incluso de origen no peptidico, con capacidad de generar
anticuerpos neutralizantes (Dybwad et al., 1995); para el desarrollo de métodos de diagndstico y de
vacunas (Delmastro et al., 1997; Keller et al., 1993). Las bibliotecas de péptidos expresados en fagos
también se han usado para la identificacion de sustratos para enzimas (Dente et al., 1997), para la
identificacion de nuevos péptidos bioactivos contra receptores de superficie celular (Wrighton et al., 1996;
Cwirla et al., 1996; Balass et al., 1993), asi como para dilucidar algunos mecanismos moleculares de

infecciones y enfermedades.

Las bibliotecas de ADN genémico o de ADNc consisten en la clonacion y expresion de
fragmentos de ADN o bien de ADNc que codifiquen para proteinas completas o solo dominios de éstas.
La expresion de ADN gendmico derivadas de patdgenos han llegado a ser fuentes importantes para la
identificacion de genes codificantes para proteinas u otros dominios implicados en patogénesis e
interacciones huésped-parasito y para aislar antigenos con propiedades diagnésticas o de vacuna. Las
bibliotecas de ADN gendmico fueron exitosamente usadas para aislar dominios/proteinas de ligandos de
receptores procariéticos (Palzkill, T. et al., 1996; Jonsson, K, et al., 1998; Williams, R.J et al., 2002;
Hartvedt, K. et al., 2002), asi como para identificar antigenos de organismos méas complejos como

Saccharomyces cerevisae (Hartvedt, K et al., 2003) y Toxoplasma gondii (Robben, J. et al., 2003).
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Debido a que las proteinas median esencialmente todos los procesos bioldgicos a través de
interacciones con otras proteinas o moléculas no-proteicas, la identificacion de los genes codificantes para
estas moléculas de bibliotecas que expresen ADNc es un importante paso al entendimiento de los
mecanismos implicados en la patogénesis de muchas enfermedades. Con las bibliotecas que expresan
ADNC en fagos se han expresado dominios funcionales de proteinas como enzimas, hormonas y moléculas
de unién a ADN, ARN u otro ligando (Manoutcharian et al., 2001; Rhyner et al., 2002; Benhar 2001). La
mayoria de estos sistemas fusionan directamente los polipéptidos al N-terminal de las proteinas de la
cubierta del fago plll o pVIII. Sin embargo, estos sistemas de expresion no son adecuados para la
expresion de bibliotecas de ADNc debido a los codones de stop en la porcién 3" no traducida de los ADNc
(Rhyner et al., 2002). Una nueva estrategia para clonar ADNc consiste en la eliminacion de las secuencias

de ADN no codificantes de la region 3° (Robles et al., 2005).

Los anticuerpos son componentes importantes del sistema inmune y su aplicacién en la medicina
tiene muchas décadas de historia. Durante la pasada década bibliotecas que expresaban fragmentos de
anticuerpos (Fab y scFv) han sido construidas usando diversos vectores de expresion en fagos y
fagémidos, la amplificacién por PCR y la clonacién de los genes de Ig (Manoutcharian et al, 2001). Hay
tres principales tipos de bibliotecas de anticuerpos: las inmunes, las no inmunes y las sintéticas,
dependiendo de la fuente de los genes de Ig de regién variable (VH y VL) usadas para la construccion de
las bibliotecas. Con la aplicacion de las bibliotecas de anticuerpos se pueden identificar sitios especificos
de pegado para terapia y diagnéstico humano, receptores agonistas y antagonistas e inhibicion de enzimas,

asi como marcadores especificos de células y tejidos (Smothers et al., 2002).

En afios recientes, una nueva aplicacion de los fagos como vehiculos para enviar vacunas ha sido
reportada. Los fagos filamentosos que expresan péptidos inmunogénicos como fusiones en las proteinas
de la cubierta han sido aislados de bibliotecas de fagos y usadas para producir una respuesta inmune

contra los péptidos recombinantes. Las caracteristicas inmunogénicas de los fagos expresando péptidos o
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proteinas de interés han sido extensamente estudiados en ratones y conejos (De la Cruz, et al., 1988;
Manoutcharian, et al., 2001). Ademas, se ha demostrado que los fagos fueron altamente inmunogénicos y
fueron capaces de inducir anticuerpos antigeno-especificos sin requerir adyuvante (Demangel et al., 1996;
Willis, et al., 1993; Meola, et al., 1995), debido a la habilidad de los fagos para reclutar células T
cooperadoras. También se ha demostrado la induccion de linfocitos T citotoxicos (Manoutcharian, et al.,
1999). Recientemente, se ha reportado la induccién de linfocitos T citotoxicos especificos en ratones
inmunizados con fagos que expresaban epitopos de linfocitos T citotoxicos (De Berardinis, et al., 2000).
Los fagos han sido utilizados como inmundgenos para conferir proteccion mediada por anticuerpos en
ratones contra el Virus Sincicial Respiratorio de humanos (VSR) (Bastien, et al., 1997); HSV-2
(Grabowska, et al., 2000); y contra la infeccion por estreptococo (Magliani, et al., 1998). A pesar de los
resultados demostrados sobre el fuerte potencial inmunogénico de los fagos, existen pocos estudios

describiendo la aplicacion de los fagos como vacunas.

El poder de esta tecnologia permitira procedimientos biolégicos o moleculares los cuales son
dificiles o imposibles de realizar por otras técnicas: rapido y facil aislamiento de péptidos o proteinas
relacionadas con la enfermedad o el patégeno, o de anticuerpos monoclonales usando enormes repertorios
de péptidos y anticuerpos expresados sobre fagos; identificacién de moléculas implicadas en importantes
interacciones bésicas de ligando-receptor, proteina-proteina, ADN-proteina, sustrato-enzima, etc.; y la
generacion de fagos capaces de unirse especificamente, entrar y transducirse en células de mamiferos. La
incorporacién de Phage Display hacia las aplicaciones funcionales de la proteémica y la genémica
seguramente resultara en nuevos conceptos y estrategias en el campo de la investigacion biomédica y la

biotecnologia farmacéutica.
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3. Objetivo General

Expresar y seleccionar antigenos de T. solium y T. crassiceps sobre la superficie de fagos que permitan
caracterizar la especificidad de anticuerpos contra estos parasitos y/o determinar su capacidad protectora

contra la cisticercosis porcina.

Objetivos Particulares

+ Construir una biblioteca de ADN gendmico de cisticercos de T. solium expresada en fago M13.

+ Evaluar la capacidad de las clonas seleccionadas de la biblioteca para reconocer especificamente
anticuerpos en muestras de LCR y de plasmas de pacientes con NCC.

+ Expresar los antigenos KETcl, GK1, KETc7 y KETc12 en fagos filamentosos.

+ Caracterizar la respuesta inmune y la capacidad protectora producida por las construcciones en los

cerdos infectados con cisticercos de T. solium.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material Humano

El material humano incluido en este estudio fue obtenido de pacientes atendidos en el Instituto de
Nacional de Neurologia y Neurocirugia México. Los pacientes fueron seleccionados mediante resonancia
magnética y tomografia computarizada para diagnosticar la NCC. Un total de 35 muestras de LCR y 25
muestras de plasma de pacientes con NCC fueron evaluadas. Todas las muestras fueron positivas en
ELISA con antigeno total de T. solium (AgTs). Como controles negativos se utilizaron muestras de LCR

de pacientes con encefalitis y las muestras de plasma de siete individuos sanos.

4.2 Construccién de una biblioteca gendmica de cisticercos de T. solium.

Para la construccion de la biblioteca, el ADN gendmico de cisticercos de T. solium fue aislado de
muestras de 10 a 30 mg de cisticercos obtenidos de carne de cerdos parasitados, utilizando el Kit Genomic

Prep.™ Cells and Tissue DNA lIsolation (Amersham Pharmacia Biotech).

La biblioteca fue construida como describe Jacobson et al. (2003) con pequefias modificaciones.
El ADN genémico [10 ug] fue sonicado cinco veces por intervalos de 20 segundos a méaxima intensidad
con un sonicador Aquasonic 50T (VWR Scientific Products). Los fragmentos obtenidos variaron en
tamafio entre 100-600 pb. Posteriormente, se llenaron los extremos usando la T4 DNA polimerasa. El
ADN gendmico se purifico por columna usando el Kit Column (GFX). Por otra parte, el vector fagémido
pG8SAET (donado por Lars Frykberg, Swedish University of Agricultural Science, Uppsala) fue digerido
con la enzima de restriccion SnaBl y defosforilado con fosfatasa alcalina de intestino de cabra (CIAP,

Amersham Pharmacia Biotech) para evitar su recircularizacion.
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Se llevo a cabo la reaccion de ligacién utilizando el ADN genémico fragmentado de T. solium [5
ug] y el vector digerido [2 pg]. Posteriormente, el producto de la ligacion fue purificado mediante
columna (Kit GFX) y después electroporado en 50 ul de bacterias E. coli TG1 usando el electroporador
Gene Pulser 11 System (2.5 kV, 25 uF, 400Q) (Bio-Rad, Labs, Hercules, CA, USA) en cubetas de 1 mm.
Se realizaron las electroporaciones, se utiliz6 1 ml de medio SOC por cada reaccion y se juntaron en un
tubo de 50 ml, incub&ndose a 37°C por 1 hr sin agitacion. Se tomaron alicuotas del cultivo para determinar
el nimero de transformantes al plaquear sobre agar LB/amp y alicuotas de las células transformadas mas
glicerol para congelarlas a -70°C. Después se agregé ampicilina [100 pg/ml] al cultivo de células y fue
incubado por 2 hr a 37°C sin agitacion. Posteriormente, el cultivo de bacterias se llevo a un volumen de 50
ml con medio 2xYT. Una muestra de 10 ml del cultivo fue rescatada con fago helper M13KO7
(Invitrogen) y se incubd a 37 °C por una hora, del cultivo restante se purific6 ADN que se guardo a -20°C.
Después se le agregaron 40 ml de medio 2xYT, ampicilina [100 pg/ml), kanamicina [50 ug/ml] y se

incub6 toda la noche a 37 °C.

Los fagos recombinantes fueron purificados por doble precipitacion usando PEG/NaCl
(polietilenglicol-8000 20%; 2.5 M NaCl) y resuspendidos en 200 ul de Tris-buffered saline (TBS). Para
determinar el titulo de la biblioteca de fagos, células E. coli TG1 fueron infectadas con los fagos como

describe Manoutcharian, et al., 2003.

4.3 Seleccion de la biblioteca genémica de T. solium contra suero de raton hiperinmune anti-T.

crassiceps.

Ratones hembra BALB/cANN de seis semanas de edad, fueron inmunizadas con el antigeno total
de T. crassiceps (AgTc) como describe previamente Manoutcharian et al., 1996. Los sueros hiperinmunes
de tres ratones fueron mezclados. Se evalu6 mediante ELISA la deteccion de anticuerpos anti-AgTs y se

utilizo la dilucion 1:200. La bioseleccion de la biblioteca gendmica se llevo acabo en placas de ELISA
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(Nunc Maxisorp) que fueron cubiertas con el anticuerpo anti-lgG de raton (gamma) (0.5 ug/pozo)
(Zymed, South San Francisco, CA, USA) e incubadas una hora a 37°C. Después se lavaron las placas con
buffer de fosfato salino (PBS), los pozos fueron blogueados con PBS/BSA 2.0%, y las placas fueron
incubadas por una hora a 37°C. Los pozos se lavaron con PBS, y fueron agregados 100 ul del pool de
sueros de los ratones inmunizados y se incubé por una hora a 37°C. Se lavaron los pozos otra vez y 10"
fagos/ml fueron agregados para reaccionar con los anticuerpos inmovilizados por 4 horas a 4°C. Los
pozos se lavaron con PBS-Tween frio y los fagos unidos fueron eluidos con 100 pl/pozo de 100 mM

trietilamina. Los eluidos fueron neutralizados con 200 pl de Tris-HCI (pH 7.4).

Los fagos eluidos fueron amplificados en células E. coli TG1 y se rescatd (como se describi6
previamente) la biblioteca de fagémidos usando el fago helper M13KO?7. Se realizaron dos rondas de

bioseleccion.

4.4 ELISA-screening de clonas de la biblioteca genémica de cisticercos de T. solium

Después de plaquear los fagos, se picaron colonias resistentes a carbenicilina para inocular placas
de cultivo de 96 pozos (Costar, Corning, NY, USA) que contenian 150 ul de 2YT-carb (Manoutcharian el
al., 2003). Las placas fueron incubadas toda la noche a 37°C con agitacion. El fago helper (M13KO7) fue
agregado a cada pozo e incubado por 30 minutos a 37°C con agitacion y 30 minutos sin agitacion. Las
placas fueron centrifugadas a 4000 rpm y los sobrenadantes fueron removidos con el exceso del helper.
Las células fueron resuspendidas en 150 ul de 2YT-Carb-Kan y crecidas toda la noche a 37°C con
agitacion. Las placas fueron centrifugadas a 4000 rpm para precipitar las células y los sobrenadantes con
fago fueron removidos para sensibilizar placas de ELISA (Nunc Maxi Sorp, Denmark). Después de 1 h a
37°C, las placas fueron lavadas con PBS-BSA-Tween 20, y blogueadas con PBS-BSA 2% por 1 h a 37°

C. Las placas fueron lavadas y el suero de raton anti-T. crassiceps y el suero de ratdn inmunizado con
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TBS fueron agregados, y las placas fueron incubadas por 1 h a 37°C. Posteriormente se agregd el
anticuerpo anti-lgG de raton acoplado a peroxidasa diluido 1:5000 en PBS-BSA 1% vy las placas fueron
incubadas por 1h a 37°C. Las placas fueron nuevamente lavadas y fue agregado el sustrato para
peroxidasa (ABTS single solution, Zymed Laboratories Inc, Sn. Fco. California, USA). La absorbancia

fue medida a 405 nm utilizando un lector de ELISA Opsys MR Microplate Reader (Dynex Technologies).

Para analizar las clonas seleccionadas se aislaron 10 clonas mediante doble digestion utilizando las

enzimas Ncol/BamHl.

4.5 Deteccion de anticuerpos especificos anti-T. solium mediante ELISA

Para detectar anticuerpos especificos capturados por los fagos presentes en las muestras de
LCRs o plasmas. Se agregaron 10™ fagos en 100 pl de PBS (pH 7.4) por pozo en las placas (Nunc
Maxisorp) y se incubaron por 1 h a 37°C. Después las placas fueron lavadas y blogueadas con PBS-BSA
2%. Se lavaron las placas y se agregaron los LCRs o los plasmas de los pacientes con NCC y los LCRs de
los pacientes con encefalitis y los plasmas de individuos sanos, como controles negativos. Las muestras
fueron diluidas en PBS-BSA-Tween (LCRs 1:40 y plasmas 1:1000), e incubadas toda la noche a 4°C. Las
placas fueron lavadas y se agregd el anticuerpo de cabra anti-lgG humano (H+L) acoplado a peroxidasa
(2:5000), vy las placas fueron incubadas a 37°C. Las placas fueron lavadas y se agregdé 100 ul del sustrato
para peroxidasa (ABTS single solution, Zymed). La absorbancia fue medida a 405 nm utilizando un lector
de ELISA Opsys MR Microplate Reader (Dynex Technologies). También se determinaron los subtipos de
inmunoglobulinas predominantes en las muestras de plasmas de pacientes con NCC utilizando las clonas
de fagos y los anticuerpos anti- 1gG1, 19G2a, 1gG3, 1gG4 e IgE acoplados a peroxidasa (Zymed, CA).
Todas las muestras se evaluaron por duplicado y los datos reportados son representativos de tres
experimentos independientes. De igual forma, las muestras de los pacientes con NCC fueron evaluadas

utilizando AgTc (1 ng/pozo) y las ELISAs se llevaron a cabo como se describid anteriormente.
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4.6 Secuenciacion del ADN de los fagos y analisis de similitud de secuencias.

De las clonas reactivas con las muestras de LCR y plasmas en los ensayos de ELISA, se purifico
ADN de doble cadena y se usaron los oligos basados en el vector pG8SAET 5 (GGAAAAACATTTATT
CAATTCGTAAACTAG) y 3 (GGTTTATCAGCTTGCTTTCGAGGTGAATTTC). Las secuencias de
ADN de los insertos de las clonas fueron determinadas mediante el analizador automéatico ABI Prism 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). Las secuencias de ADN y de aminoacidos de los
insertos de las clonas aisladas fueron analizados utilizando las bases de datos ExXPASy Molecular Biology

y BLAST y fueron enviadas a la base de datos GenBank.

4.7 Construccion de los fagos recombinantes y secuenciacion del ADN de cadena sencilla de los

fagos.

La clonacion de KETc1 se realiz6 en el vector M13 KE (New England Biolabs, Beverly, MA) y
GK1, KETc7 y KETc12 en el fagémido pF8, los cuales permiten la expresion de los péptidos fusionados a

la proteina menor del fago M13 (plll) o la proteina mayor pVIII, respectivamente.

Para la clonacién del fragmento de ADN que codifica para el péptido KETc1 se utilizo6 el Kit PhD
Peptide Display Cloning System (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) y el oligo:
5ATGTTTCGGCCGACGAACCGATGTAGCCGATGGTGTAGATGGAGCAGAGTGAGAATAGAA
AGGT3". Se realiz una reaccion de annealing a 95°C por 20 minutos y lentamente enfriada hasta <37°C,
entre el oligo disefiado y un oligo llamado extention primer. Después se llevo a cabo la reaccion de
extensién usando la enzima DNA polimerasa (Klenow). El siguiente paso fue digerir el producto usando

las enzimas de restriccion Eag | y Acc 65, para posteriormente ligar este inserto en el vector M13KE.
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Para la clonacion de los fragmentos de ADN que codifican para los péptidos GK1 y KETc12 se
utilizaron los siguientes oligos: GK1 5"ANGK1: (5" AATTAGGTTATTACTATCCATCTGATCCAAAT
ACCTTCTACGCTCCACCCTACAGC3") y 3'ANGK1: (5"GATCGCTGTAGGGTGGAGCGTAGAAG
GTATTTGGATCAGATGGATAGTAATAACCTS"), y NL-12 5°AN12: (5AATTAGGCAACCTCTT
ATTGAGTTGTTTG 37), 3'AN12: (5" GATCCCAACAACTCAATAAGAGGTTGCCT 3°). Se realizd
una reaccién de annealing entre los oligos 5"’ANGK1 y 3’ ANGK1 y entre los oligos 5’AN12 y 3’AN12 a
95°C por 20 minutos y lentamente enfriada hasta <37°C. El siguiente paso fue digerir las reacciones de

annealing usando las enzimas de restriccion Eco Rl y Bam HI.

Para la clonacién de KETc7 se utilizaron los siguientes oligos: 3'K7: (5"CTCAAGGATCCGCGC
CCGCAAGATTCTTCTTATCTTCTGGTTC 3") y 5 K7: (TCATCGATTCTCGGCCCAGCCGGCCGC
ACGAGCATTTATGCAG 3") introduciendo los sitios de restriccion EcoRI y Bam HI en los extremos 5
y 3" de los oligos, respectivamente. Se amplificd por PCR la secuencia que codifica para KETc7 que se
encuentra en el vector pTc-sp7 usando la Tag DNA polimerasa y los oligos mencionados. Después se
usaron las enzimas de restriccion Eco Rl y Bam HI para digerir el fragmento de ADN amplificado, para

posteriormente ligar este inserto en el vector pF8. Todos los oligos se sintetizaron por GIBCO BRL, MD.

Para las cuatro construcciones, digerimos aproximadamente 10 ug de ADN de los vectores M13 y
pF8 con las enzimas de restriccion Eagl y Acc65, asi como Eco RI y Bam HI, respectivamente.
Posteriormente, se llevaron a cabo las reacciones de ligacion, entre los vectores digeridos y los cuatro
insertos preparados, utilizando 1 nug de cada muestra de ADN de los insertos y 0.5 ug de ADN de los
vectores, utilizando la enzima T4 DNA ligasa. Los productos de la ligacion se usaron para transformar
células E. coli TG-1 por electroporacién usando el equipo Gene Pulser 1l System (BioRad).
Posteriormente, se plaquearon las células transformadas sobre placas con LB Agarose Top (construccion
en vector de fago, M13) o placas de LB ampicilina en el caso de fagémidos (vector pF8). Las clonas de

fagémidos se obtuvieron de las colonias, y las particulas de fago se rescataron infectando las células con el

28



fago ayudador M13KO7 (Invitrogen). Después, los fagos obtenidos de fagémido y del fago M13 se
amplificaron infectando bacterias E. coli TG-1 en 50 ml de medio 2xYT vy el fago se purifico por doble

precipitacion con polietilenglicol (PEG) como se describe anteriormente.

Se obtuvo ADN de cadena sencilla (Sambrook, 1989) y la secuenciacion del ADN de los fagos se
realiz6 mediante el uso del kit “Sequenase version 2.0 Quick-Denature plasmid sequencing kit”
(Amersham Life Science, OH) y dATP a —S* de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la
secuenciacién en el vector M13KE (NEB) se usO el primer Sequencing Primer —96 glll y para las
construcciones en el vector pF8 se utilizo el primer 5 GACAATGACAACAACCATCGCCCACGCATA

3" (Operon).

4.8 Inmunizacién de los Cerdos

Doce cerdos se mantuvieron libres de cisticercosis en la Facultad de Veterinaria y Zootecnia,

UNAM, bajo condiciones controladas.

Se organizaron tres grupos de cuatro cerdos cada uno y a los 10 meses de edad (al comenzar los
experimentos) fueron usados en el ensayo de inmunizacion. Los cuatro fagos recombinantes (FKETcL,
FETc7, FGK1 y FKETc12) fueron mezclados para obtener la CPhV (Cysticercosis Phage Vaccine) y
usada para inmunizar a los cerdos subcutaneamente (sc) u oralmente, dos veces cada 15 dias. Un grupo
fue inmunizado sc con CPhV usando dosis baja (4X10" fagos/1.5 ml de TBS) y los otros dos grupos con
CPhV a dosis alta (4x10* fago) administrado sc u oralmente por pipeta con 1 ml de TBS. Como controles,
tres cerdos fueron inmunizados sc con fago M13 a dosis alta (4X10% fago). Adicionalmente cinco cerdos
de dos meses de edad (mantenidos por separado de los doce cerdos) se inmunizaron con fago M13 a dosis

alta (4X10" fago) sc y usados como controles para el ensayo de reto.
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Se obtuvieron muestras de sangre de todos los cerdos de la vena yugular antes y después de cada
inmunizacion (0, 7, 15, 30 y 45 dias) para estudiar el curso de la respuesta inmune celular y humoral
inducida por la vacuna. Para asegurarnos de la presencia de los fagos en el tracto gastrointestinal de los
cerdos infectados oralmente, se aislaron fagos de la heces de los cerdos (a los dias 15 y 45) al infectar
bacterias TG-1 con 10-50 ul de TBS conteniendo material fecal fresco después de haberlo mezclado y
centrifugado (volumen total de 500 nl). Los titulos de los fagos, como unidades formadoras de colonia
(ufc), se determinaron al plaquear células TG-1 infectadas sobre placas de LB conteniendo ampicilina y la

identidad de la construccion se comprobé al secuenciar su ADN.

4.9 Deteccion de anticuerpos especificos por ELISA

Los niveles de anticuerpos especificos en los sueros inmunes de tres cerdos de cada grupo fueron
medidos. Para reducir la union no especifica a los componentes del suero de los cerdos, se enriquecié una
fraccion de los sueros que se precipito con sulfato de amonio, se pasaron por cromatografia y se diluyeron
en 1 mlde PBS 0.15 M, pH 7.2 antes de evaluar los niveles de anticuerpos mediante ELISA (Garcia et al.,
2001). Por otra parte, se obtuvo fluido vesicular de T. solium (FvTs), se obtuvieron cisticercos de muasculo
esquelético de un cerdo infectado, se colectaron los cisticercos y se congelaron en PBS 1X, pH 7.4.
Después, los cisticercos se cortaron y el fluido vesicular fue colectado. El calcio fue removido al agregar
50 ul de oxalato de amonio (0.3 M) y 25 ul de amonio (1:3 v/v, en agua) por cada mililitro de fluido
vesicular. Se centrifugd (2000 x g, 4 min, a 20°C) y se desecho todo el precipitado. El sobrenadante fue
colectado, alicuotado y almacenado en nitrégeno liquido. La concentracion final de proteina del fluido
procesado fue determinada por el Método de Lowry. ElI FvTs o los péptidos (1 pg/pozo) fueron usados

como antigenos.
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Se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pozos (Nunc) con los antigenos diluidos (FvTs y
péptidos) en buffer de carbonatos 0.2M pH 9.6, y se dejo6 incubar una hora a 37°C (cada suero fue probado
por duplicado). Los pozos fueron lavados, bloqueados e incubados con 100 ul de inmunoglobulinas
purificadas de los sueros diluidos (1:200) de los cerdos en PBS-Tween 0.03%, e incubados una hora a
37°C. Los anticuerpos fueron detectados con 100 ul de un anticuerpo anti-1gG de cerdo diluido 1:1000,
acoplado con peroxidasa (Sigma, St. Louis, MI, USA). Sé utilizé como sustrato TMB (Sigma). Se detuvo
la reaccion usando 50 ul de H,SO, 1N por pozo, y la absorbancia se leyd a 450 nm en un lector de ELISA

(LP 400, Pasteur Diagnostics, Paris, France).

Para evaluar si los cerdos tenian anticuerpos anti-M13, se llevaron acabo ELISAs. Las placas se
cubrieron toda la noche con una solucién con fagos M13 en PBS (10'%/ml). Después se bloque6 con
PBS/BSA 3%, los sueros de los cerdos se agregaron (1:100) por duplicado y se incub6 1 h a 37°C. Se
utiliz6 un anticuerpo de raton anti-IgG de cerdo acoplado a fosfatasa (Zymed, Sn. Fco., CA, USA) usando
una dilucién 1:1000 y se incub6 por 1 h a 37°C. Se utilizd como sustrato para-nitrofenilfosfato y la

absorbancia se determiné a 405 nm.

4.10 Ensayos de proliferacion y cuantificacion de citocinas.

Las PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) fueron obtenidas de sangre de cerdos
vacunados y controles al tiempo 0 y 30 dias después de la segunda inmunizacién usando gradiente de
Ficoll-Hypaque 1.077 (Sigma). Las células fueron cultivadas en medio RPMI 1640 suplementado con L-
glutamina (0.2 mM), amino&cidos no esenciales (0-01 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100
mg/ml) y FBS (10%). Las células fueron cultivadas con ConA (5 ug/ml), con cada uno de los tres péptidos

(10 pug/ml) o con AgTs a 10 ug/ml e incubadas a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO; en

placas de cultivo, usando 2 X10° células por 200 ul de volumen final. Después de cinco dias, las células
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cultivadas fueron pulsadas por mas de 20 horas con 1 pCi por pozo de metil-[*H] timidina (Amersham
Pharmacia Biotechs, UK). Entonces las células fueron cosechadas y la cantidad de marca incorporada fue
cuantificada en un espectrometro 1205-B (Wallac Oy, 20101 Turku 10, Finlandia). Los ensayos se
realizaron por triplicado y los datos son presentados como indices de estimulacion (SI: calculados como
las proporciones del promedio de cpm de estimulacion del antigeno vs células no estimuladas). Los
sobrenadantes de las replicas de los cultivos correspondientes a las muestras de los dias 0 y 30 fueron
colectados después de 72 horas de la determinacion de las citocinas. EI IFN-y y la IL-4 fueron medidos
por ELISA de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Biosource International, CA). Los valores de

absorbancia son reportados como pg/ml.

4,11 Reto de los cerdos con huevos de T. solium.

Se obtuvo un especimen de T. solium de un portador humano bajo su consentimiento, de un
poblado de Yucatan, México; inmediatamente después del tratamiento con niclosamida (Yomersan,
Bayer). Los huevos para el reto fueron colectados como reporté Huerta et al., 2001. Los cerdos que
recibieron la vacuna a bajas dosis de forma oral o sc (a los 12 meses de edad) y aquellos que fueron
inmunizados con fago M13 (a los 3.5 meses de edad) se mantuvieron por separado y fueron usados como
controles, y fueron oralmente infectados con 17, 000 huevos por cerdo, 45 dias después de la segunda
dosis de la vacuna (Huerta et al., 2001). Dos meses después, el nimero de cisticercos por cerdo fue

determinado mediante necropsia.
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5. RESULTADOS

5.1 Generacién de la biblioteca de ADN gendmico de T. solium y bioseleccion con el suero de ratén

hiperinmune.

Para generar la biblioteca gendmica de T. solium, se aisl6 ADN gendmico y se fragmentd
mediante sonicacion hasta obtener fragmentos de ADN de 100-600 pb (Figura 4a). Estos fragmentos de
ADN se clonaron en el vector fagémido pG8SAET como fusién al 5 del gVIII de M13. Se obtuvo la
biblioteca genémica con una complejidad de 1.25 X 10 clonas. El rescate y amplificacion de la biblioteca

resultd en una biblioteca de 10 clonas.

Para aislar clonas que reconocieran especificamente anticuerpos del suero de raton hiperinmune
anti-T. crassiceps, se aplicO una estrategia de seleccién de dos pasos que consistio en bioseleccion y
busqueda por ELISA. Se utilizaron 4 X 10" fagos de la biblioteca en la bioseleccion contra el suero
hiperinmune de raton inmunizado con el AgTc. Después de la primera ronda de bioseleccion, se eluyeron
6.5 X 10° fagos y en la segunda ronda se obtuvieron 3.7 X 107 fagos, indicando un enriquecimiento de los
fagos que reconocieron las moléculas blanco durante la seleccion. Se picaron 40 clonas al azar después de
la primera y segunda ronda de seleccidén y se usaron en un ELISA-screening con un suero de ratén
hiperinmune anti-T. crassiceps. Se aislaron 22 clonas positivas y se evaluaron diez de estas clonas
mediante doble digestién usando las enzimas Ncol/BamHI para demostrar que poseian insertos entre 100
y 600 pb (Figura 4b). Posteriormente, tres de las 22 clonas fueron seleccionadas debido a su mayor

reactividad en ELISA con muestras de LCR de pacientes con NCC confirmada.

Una de las dos clonas reactivas en ELISA expresaba un péptido de 56 aminoacidos (clona EK 26,
nimero de acceso en GenBank AY699707) y la otra clona EK 5 (nimero de acceso en GenBank

AY699706) expresaba un péptido de 63 aminoéacidos. (Figura 5).
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Figura 4. a) Digestion del ADN gendmico de T. solium mediante sonicacion. Gel de agarosa TBE 1X que demuestra que el ADN
fragmentado en su mayor parte de 100-600 pb. b) Doble digestion (Nco I/Bam HI) de 10 clonas obtenidas al azar que contienen
fragmentos de DNA genémico de T. solium. Lineas: 1, marcador de peso molecular de 100 pb: 2-11, 10 clonas digeridas con las
enzimas Nco I/Bam HI; 12, pG8SAET sin inserto no digerido.

Clona EK 5 (GenBank AY699707) y secuencia de aminoacidos, longitud: 61 aa.
Long de Inserto: 192 pb

CCATGGCAGTACCTAAACTAAGTTCAGCAGACGAAGGGGTGCCTACAAGGGTGTTTCAAGCGCA
TGTGTTCAAACATTGCCTCCAGTGTCGGGTGCTGTGCGAAGCATTCTGCACAGCAAACGCATG
GAATTTCAAAGCTGTGGCTGGGCAGTAGATAGGGCATTGAATTTTAGTAAGAGTTTAATAGGC
CCACACTCACAAAAGTACCCGGTGCGCCGGTGCCGTATCCGGACCCACTGGAACCGCGTGCCTAGGGATCC

1 TKFSRRRGAY KGVSSACVQT LPPVSGAVRS ILHSKRMEFQ SCGWAVDRAL NFSKSLIGPH SQK 63

Clona EK 26 (GenBank AY699706) y secuencia de aminoacidos, longitud 56 aa.
Long de Inserto: 165 pb

CCATGGCAGTACCCAGTAAAATTCTCTATCAACGAGATGACGTGTACAATTTGATCGTACTGTCG
CCAGATAGATGCCTCATTCATCGAAGTTCTAAACACTACTAGTACTGCTCTATTATTCTCAAGT
CAAAATTTACGTTAGATGATGAGTGCCTACCGTCTACTTTTTCCACAGGTACCCGGTGCGCCGGTG
CCGTATCCGGACCCACTGGAACCGCGTGCCTAGGGATCC

1 SKILYQRDD VYNLIVLSPD RCLIHRSSKH YQYCSIILKS KFTLDDECLP STFSTG 56

Figura 5. Secuencias de los insertos de las clonas reactivas en ELISA (EK 5y EK 26). En la figura se muestran las secuencias de
los insertos en letras negritas de mayor tamafio. También se muestras las secuencias de aminoacidos de ambas clonas.
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Es de hacer notar, que para la correcta expresion del marco de lectura abierto, un cambio de -1 en el 3" del
inserto de ADN en EK 5 y de +1 para el inserto de EK 26 es requerido. Esto es comdn, ya que el mismo
fendmeno es regularmente observado en estudios donde se ha utilizado el mismo sistema de expresion y el
mismo vector empleado en nuestro estudio, posiblemente como resultado de un salto ribosomal
(Jacobsson, et al., 1996; Jacobsson, et al., 2001). Sin embargo, no se encontrd similitud de secuencias

entre nuestras clonas y las secuencias publicadas en las bases de datos de GenBank.

5.2 Inmunorreactividad de las clonas con liquidos cefalorraquideos y plasmas de pacientes con

NCC.

Para evaluar las propiedades antigénicas de las clonas aisladas, se llevaron a cabo ensayos de
ELISA utilizando 17 LCRs y 22 plasmas de pacientes con NCC confirmados por TC y RM. En la Figura
7 se muestra, que 9 de 17 (52.9 %) de muestras de LCR con NCC reaccionaron con las clonas EK 5y EK
26, mientras que solamente 5y 4 muestras de LCR de pacientes con encefalitis (27.8 % y 22.2 %) fueron
reconocidos por EK 5y EK 26, respectivamente. Las clonas EK 5y EK 26 reconocieron 36.4 %y 18.2 %
de las muestras de plasma de pacientes con NCC, respectivamente; mientras que ambas clonas no
reaccionaron con las muestras de plasma de 7 individuos sin NCC (Figura 6). El analisis de los datos de
ELISA mostraron una correlacion estadisticamente significativa (p<0.05) entre la reactividad contra la
clona EK26 y presencia de arachnoiditis, y entre la reactividad entre la clona EK5 y la presencia de
hidrocefalia, mientras que la mismas muestras fueron igualmente reconocidas por el AgTs. Asi también, la
clona EK26 no reconoci6 preferencialmente los anticuerpos presentes en plasmas de pacientes con NCC
con hidrocefalia y la clona EK5 no reconoci6 los anticuerpos presentes en plasmas de pacientes con NCC

con aracnoiditis (Figura 7).
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Figura 6. ELISA de los fagos EK5 y EK26 para los anticuerpos presentes en muestras de LCRs de pacientes con NCC y
encefalitis y muestras de plasmas de pacientes con NCC y de individuos sin NCC. Cada muestra fue también evaluada contra el
fago control M13y el valor de densidad 6ptica (DO) final es una diferencia entre las clonas y el control M13. Los valores de corte
fueron determinados como el promedio + 2DS de los controles negativos.

Por otra parte, se analizé el subtipo de IgG predominante en las muestras de plasma de pacientes

con NCC que fue el 1gG1 (datos no mostrados).
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Figura 7. ELISA de las clonas EK5, EK26 y AgTc detectando los anticuerpos de las muestras de plasma de
pacientes con NCC, con y sin arachnoiditis (A, By C) e hidrocefalia (D, E y F). Se observé una correlacion entre la
union de la clona EK26 y las muestras de plasmas y la presencia de aracnoiditis y entre la union de la clona EK5 y la
presencia de hidrocefalia (p=0.006 y p=0.002, respectivamente). Pero no se observé una correlacion entre la unién de
la clona EK26 y las muestras de plasmas y la presencia de hidrocefalia ni entre la unién de la clona EK5 y la
presencia de arachnoiditis (p=0.226 y p=0.093, respectivamente.
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5.3 Construccion de los fagos recombinantes utilizados como componentes de una vacuna (CPhV)

anti-cisticercosis porcina.

Para generar los fagos M13 recombinantes que expresan los péptidos KETcl, KETc12, GK1 y
KETc7, las secuencias de ADN codificantes correspondientes, fueron clonadas en los vectores de
expresion de fago y fagémido. El péptido KETcl fue expresado en la proteina plll de la superficie del
fago M13 de tres a cinco copias por particula de fago, mientras los otros antigenos se expresaron como
fusiones en la proteina pVIII de la superficie del fago hibrido M13 de 300 a 900 copias por fago. Las
clonas fueron purificadas por separado, mezcladas y usadas como una vacuna anti-cisticercosis (CPhV) en
diferentes ensayos de inmunizacion. Por otra parte, para incrementar la representacion del péptido KETcl1,
el fago recombinante FKETc1 fue utilizado en la mezcla de la vacuna en una proporcion de 30 veces a 1

con respecto a las otras construcciones.

Las secuencias de los péptidos (KETcl, KETc12, GK1 y KETc7) expresados en los fagos, en el vector

M13 o el vector pF8 se muestran a continuacion:
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KETcl enelvector MISKE FKETcl

1 GCTCCAATGTCT ACACCATGC GCT ACATCGGTT CGG 36 pb
1 A P M § T P S A T § V R 12 aa

KETc7 enel vector pF8 FKETc7

1 GCATTTATGCAGCCGCATCCTTCCTTCTCT CCACCG CCAGTT GAT TAT CTG TAC CAG ACA AAC
1 A F M Q P H p S F S P P P V DY L Y Q T N

66 TCT CCA CCG CCC TAT GGG GGC GCT GTC CCT CCA CCT TAC GCG CCG AAT CCA GGT CCA CCG CCG
2 S P P P Y G G AV PP P Y AP NUP G P P P

129 CCA TAC ACG GGT GCG GCA AGT TCG ATG CCG CCT TAT CCG ACC GGT GGT CCG CCA CCC GTC AAC
43 P Y T G A A S S M P p Y P T G G P P P V N

192 ACC GGT TAT TAC TAT CCA TCT GAT CCA AAT ACCTTC TAC GCT CCA CCC TAC AGC CAG GCT TCA
64 N FHREE{ Y P S D P N T F Y A P P Y  SHESSCEE N

265 GCA CCT CCT ATG GAA CCA GAA GAT AAG AAG AAT CTT TAG 288 pb
8% A P P M E P E D K K L L 96 aa

GK1 enelvectorpF8 FGK1

1 GGT TAT TAC TAT CCATCT GAT CCA AAT ACCTTC TAC GCT CCA CCC TAC AGC 41 pb
1 6 ¥y vy Yy p §$ D P N T F Y A P P Y S 17 aa

KETc12 enelvector pF8 FKETc12

1 GGCAACCTCTTATTGAGT TGTTTG 24pb
1 G N L L L S C L 8 aa

5.4 Respuesta inmune inducida en cerdos inmunizados con fagos.

Dos grupos de cerdos fueron inmunizados con la vacuna CPhV que contenia 4 X 10% fagos (dosis
alta) en TBS de forma subcutanea (sc) o via oral, dos veces en intervalos de 15 dias. Otro grupo fue

inmunizado sc con dosis baja (4 x 10* fagos) y el grupo control recibi6 4 X 10" fagos de forma sc.

Para evaluar si los fagos que expresaban los antigenos inducian la produccion de anticuerpos
especificos contra los péptidos asi como contra el AgTs, los sueros de los cerdos fueron evaluados para
detectar 1gG mediante ELISA. No se encontraron anticuerpos especificos contra el AgTs, ni los demas
antigenos expresados en las construcciones (datos no mostrados). Los anticuerpos especificos contra los

fagos fueron medidos en todos los cerdos para determinar la inmunogenicidad del fago M13 por si mismo
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y se detectaron altos niveles de anticuerpos especificos anti-M13 en todos los cerdos aunque con algunas

diferencias (Tabla 1).

Tabla 1. Niveles de anticuerpos contra fago M13 en ELISA?

Dias después de la inmunizacion Cerdos inmunizados con
Fago M13 CPhV

Subcutdnea Oral

Dosis baja Dosis alta
0 0.25 0.29 0.37 0.34
7 0.56* 0.58* 1.17* 0.49
15 1.17* 0.47* 1.25* 0.51*
30 1.19* 1.12* 1.17* 1.09*
48 0.89* 1.2* 1.25* 0.65*

2Grupos de cuatro cerdos, uno inmunizado sc u oralmente con 4 X 10" de CPhV o sc de M13 y otro inmunizado sc a
dosis baja 4 x 10** fagos de CPhV, dos veces en intervalos de 15 dias. Anticuerpos anti-M13 fueron medidos en un
pool de sueros de cada grupo de los cerdos inmunizados. Los datos son el promedio + 2 desviaciones estandar, cada
uno evaluado por duplicado.

* Incremento significativo en la respuesta (P < 0.05) comparada con los valores anteriores a la inmunizacion (prueba
t de Student).

Para estudiar la respuesta inmune celular, PBMCs fueron colectadas de los cerdos antes de
vacunarse y en diferentes tiempos después de la inmunizacion y evaluadas en un ensayo de
linfoproliferacion. El indice de estimulacién fue calculado como el promedio de cpm de células
estimuladas por el promedio de células control no estimuladas. La proliferacion especifica de los linfocitos
por AgTs y péptidos fue detectada cuando las PBMCs de los cerdos inmunizados con CPhV fueron
estimulados por los diferentes antigenos evaluados. No se observé proliferacion no especifica en cerdos
inmunizados unicamente con el fago M13. Los indices de estimulacion mas altos fueron inducidos con
AgTs y péptidos sintéticos y fue observado a los dias 15 después del primer refuerzo con CPhV (Figura
8). Analizando més a fondo la respuesta inmune producida, se midieron los niveles de IL-4 e IFN-y en los
sobrenadantes de los cultivos de PBMCs, tres dias después de la estimulacién in vitro. Se observé un claro
incremento en los niveles de INF-y en los sobrenadantes después de la estimulacion especifica. EI IFN-y
no se detecto en los sobrenadantes de las células obtenidas antes de la inmunizacion o células de los

cerdos controles (Figura 9). En los mismos sobrenadantes, se incrementaron los niveles de IL-4 en la
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mayoria de los cerdos inmunizados tanto con M13 como con los fagos recombinantes (Figura 10). Por lo

tanto, estos datos sugieren que la inmunizacién con CPhV indujo una respuesta inmune tipo Th1/Th2.
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Figura 8. Repuesta proliferativa de PBMC en cerdos controles y vacunados. Dos grupos de cerdos (tres animales
cada uno) fueron inmunizados con 4 X 10* fagos de CPhV sc alto u oralmente, un grupo recibié dosis sc baja (4 X
10™) de CPhV y los grupos controles recibieron dosis altas de fago M13 (4 X 10'). Las PBMCs fueron colectadas
de cada cerdo antes del estimulo (dia 0, circulos blancos) y 15 dias después del refuerzo (dia 30, circulos negros) y
cultivadas 5 dias en presencia de AgTs y tres péptidos (10 pg/ml). La incorporacion de timidina marcada fue medida
y los indices de estimulacion fueron calculados como las proporciones del promedio de cpm de estimulacién del
antigeno vs células no estimuladas. Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado. Las barras indican los valores
de corte de cpm de los cerdos antes de la vacunacion (dia 0).

* P <0.05 en relacion al indice antes de la inmunizacion.
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Figura 9. Deteccion de IFN-y en cultivos de PBMCs. Los niveles de IFN-y fueron medidos en los sobrenadantes de
cultivos de PBMCs colectados de cada cerdo antes del primer estimulo (dia 0, circulos blancos) y 15 dias después del
refuerzo (dia 30 circulos negros). Las células fueron cultivadas en presencia de AgTs y tres péptidos (10 pg/ml). Los
grupos y los simbolos corresponden a los descritos en la Figura 8. Las barras indican los valores de corte de IL-4
antes de la vacunacién (dia 0). * P <0.05 en relacion a los niveles de IFN-y antes de la inmunizacion.
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Figura 10. Deteccion de IL-4 en cultivos de PBMCs. Los niveles de IL-4 fueron medidos en los sobrenadantes de
cultivos de PBMCs colectadas de cada cerdo antes del primer estimulo (dia 0, circulos blancos) y 15 dias después del
refuerzo (dia 30 circulos negros). Las células fueron cultivadas en presencia de AgTs y tres péptidos (10 pg/ml). Los
grupos y los simbolos corresponden a los descritos en la Figura 9. Las barras indican los valores de corte de IL-4
antes de la vacunacion (dia 0). * P <0.05 en relacion a los niveles de IL-4 antes de la inmunizacidn.
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5.5 Efecto de la vacunacion con fagos sobre el reto con T. solium.

Para evaluar la capacidad de los fagos como vacuna contra la cisticercosis porcina, los cerdos
inmunizados con la vacuna CPhV de forma oral o sc dosis baja, fueron experimentalmente retados con
huevos de T. solium. Solamente estos dos grupos fueron infectados debido al nimero limitado de huevos y
al intento por determinar si la administracion sc de dosis baja podria ser suficiente para inducir proteccion
y si la inmunizacion oral podria ser igualmente efectiva. Un grupo adicional de cinco cerdos se mantuvo
separado de los animales inmunizados con fagos (grupo control). Como se muestra en la tabla 2, los
cerdos inmunizados sc mostraron menor nimero de cisticercos comparados con los animales del grupo
control, y uno de ellos fue completamente protegido. Dos de los tres cerdos inmunizados oralmente
exhibieron un reducido nimero de cisticercos y 474 cisticercos fueron recobrados del tercer cerdo. Sin
embargo, 86% de los cisticercos fueron macroscopicamente dafiados (Figura 11). Aunque fue un pequefio
namero de cerdos evaluados, los resultados apuntan a la induccion de inmunidad protectora en los cerdos

contra la cisticercosis debido a la vacuna CPhV.

Tabla 2. Efecto de la inmunizacion con fagos sobre la carga parasitaria®

Cerdos inmunizados con

M13 CPhV

Subcutanea Oral Subcutanea (dosis baja)
91° (73/18)° 31 (3/28) 11 (1/10)

164 (154/10) 474 (65/409) 0

246 (57/189) 53 (24/29) 36 (23/13)

514 (512/2)

580 (580/0)

® Tres cerdos de cada grupo fueron inmunizados dos veces sc u oralmente en intervalos de 15 dias con la CPhV. El
grupo control recibi6 solamente el fago M13. Cuarenta y cinco dias después de la segundo aplicacién de los fagos,
los cerdos fueron retados oralmente con 17 000 huevos de T. solium. Dos meses después, los cerdos fueron
sacrificados y la carga parasitaria contada.

® Ntmero de cisticercos recobrados de cada cerdo.

© NUmero de cisticercos vesicular/necrético.
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Figura 11. Porcentaje de cisticercos no viables detectados mediante examinacion histoldgica. Los cisticercos fueron
clasificados de acuerdo a la respuesta inflamatoria alrededor de estos y los diferentes grados de degeneracion. Los
cisticercos no viables fueron rodeados por una respuesta inflamatoria severa. Los cerdos fueron inmunizados con 4 X
10* fagos de CPhV oralmente, 4 X 10* de CPhV sc y 4 X 10% fagos M13 sc (grupo control). El porcentaje de los
cisticercos dafiados fueron significativamente menores en los cerdos inmunizados. (P<0.0001, prueba de chi-
cuadrada).
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La neurocisticercosis es la enfermedad parasitaria mas frecuente del sistema nervioso humano
(Del Brutto, OH. et al., 1997; Nancy, LS. Et al., 2005; Garcia HH, et al., 2003). El diagndstico de la NNC
estd basado en las imagenes de TC y de RM que son caras y poco disponibles en areas donde la
enfermedad es endémica. Ademas, todavia no hay una vacuna disponible para la prevencién de ésta
enfermedad. Por lo tanto, hay una clara necesidad en la busqueda de un diagndstico y de antigenos
recombinantes protectores contra T. solium. Comdnmente, los antigenos recombinantes usados en los
estudios de la cisticercosis son identificados por ensayos serolégicos estandar con bibliotecas de ADNc
expresadas en fago lambda o por PCR usando oligos disefiados sobre secuencias de ADN o secuencias de
proteinas ya publicadas (Hubert K. et al. 1999; Garcia HH. Et al., 2003; Manoutcharian K. et al., 1996;
Chung JY. et al., 1999; Hancock K. et al., 2004). En este estudio, la biblioteca genémica de T. solium
expresada en fago fue construida en un fagémido de tal forma que los péptidos/proteinas recombinantes
son expresados como fusiones N-terminal en la proteina pVIII de la capside en el bacteriéfago M13. Se
uso la expresion en pVIII en lugar de plll, debido a que es mucho maés eficiente para la seleccién de fagos
gue se unan a ligandos, como se reporto al aislar genes de receptores celulares de Staphylococcus aureus

(Williams, R.J et al., 2002).

Debido a que las secuencias de ADN que codifican para proteinas representan una pequefia
fraccion del ADN gendmico eucarionte, las bibliotecas de ADNc son datiles como fuente para la
identificacion de genes en particular usando distintas estrategias de seleccion. Por otra parte, las
bibliotecas gendmicas son las Gnicas herramientas que permiten el analisis de la estructura genémica y la
organizacion génica. Sin embargo, en diversos reportes recientes se describe la identificacién de genes o
de fragmentos de genes de bibliotecas gendmicas generadas de ADN de patdgenos con genomas
relativamente pequefios (Tong, AH. et al. 2002; Jacobsson K. et al., 1996, Palzkill T. et al. 1998; Williams

RJ. et al., 2002). En estos estudios, la tecnologia de Phage Display permiti6 la seleccién y modificacion de
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péptidos o proteinas expresadas sobre la superficie de un fago filamentoso (Wilson DR. Et al., 1998;
Manoutcharian, K. et al., 2001). Comunmente, las bibliotecas genémicas expresadas en fagos fueron
seleccionadas contra anticuerpos monoclonales o proteinas de interés para aislar clonas de fagos que
reaccionan especificamente con su blanco. A pesar de la existencia de varios reportes que describen la
utilidad de bibliotecas de ADN genémico expresado en fagos para aislar proteinas u otros dominios (Tong,
AH. et al. 2002; Jacobsson K. et al., 1996, Palzkill T. et al. 1998; Williams RJ. et al., 2002), existe solo un
reporte donde tal biblioteca fue utilizada en una bioseleccion en contra de un suero policlonal para
identificar dominios proteicos (Palzkill T, et al., 1998). En ese estudio, una biblioteca genémica expresada
en fago fue usada para aislar fagos que expresaban dominios que se unian a la proteina RecA. En este
trabajo, se muestra por primera vez que una biblioteca genémica de ADN expresada en fago (biblioteca
gendémica de T. solium) puede ser usada en una bioseleccion contra un suero inmune anti-patégeno que
permitié la identificacion de antigenos reconocidos por los anticuerpos presentes en las muestra de los
pacientes. Se aislaron dos clonas de fagos que expresaron antigenos de T. solium que reaccionaron
especificamente con los anticuerpos presentes en las muestras de LCR y plasmas de pacientes con NCC
confirmados por neuroimagen. Se decidi6 caracterizar las clonas de la ronda de seleccion inicial ya que
hay evidencia que durante pasos de seleccion posteriores los fagos con valor de crecimiento mayor que
aquellos con mayor afinidad contra el blanco pueden ser seleccionados (Fack F. et al., 1997). Usando los
fagos recombinantes aislados en un ensayo de ELISA para la serodiagnosis de la NCC, se observaron

sensibilidades del 52 %.

Para mejorar la exactitud del diagndstico de la ELISA basada en fagos, podria ser necesario crear
una mezcla de antigenos que contenga distintas clonas de fagos. Alternativamente, debido a la presencia
de anticuerpos anti-M13 en sueros de humanos (Tafi R. et al., 1997), la generacion de antigenos
identificados en este estudio, como péptidos/proteinas libres probablemente resultard en un ensayo de
ELISA maés sensible y preciso. El estudio de los isotipos de Igs mostr6 que el isotipo de Ig presentes en las

muestras de plasma de pacientes con NCC es el IgG1, lo que indica que la infeccion con T. soliumy T.
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crassiceps indujo una respuesta inmune tipo Th2, como se ha demostrado previamente en humanos (Yang

HJ. Et al., 1998) asi como en ratones (Terrazas LI. Et al., 1998), respectivamente.

Aunque se asume que las pruebas inmunodiagndsticas no pueden reemplazar la neuroimagen para
el manejo clinico de la NCC (Dorny P, et al 2003), pueden proporcionar la Gnica herramienta para el
diagnostico de la infeccion en areas donde la enfermedad es endémica. El uso de una biblioteca gendmica
expresada en fagos es adecuada para la identificacion de antigenos de patdgenos con ciclos de vida
complejos y limitada disponibilidad de ciertas etapas del desarrollo, como es el caso con Toxoplasma
gondii (Robben J. et al., 2003) y T. solium. Esta técnica de seleccién puede encontrar aplicaciones
alternativas como el abordaje de la protedbmica de un genoma amplio para elucidar la funcién de las
proteinas, debido a la rapida acumulacion de secuencias de ADN de proyectos gendmicos que han
incrementado la demanda de herramientas para el andlisis funcional (Hartveldt K, et al., 2003). Pensamos
que los fagos M13 recombinantes tienen gran potencial para su aplicacién como vacunas (Manoutcharian,
K. et al., 2001) en contra de la cisticercosis, como se ha mostrado previamente en la cisticercosis murina
(Manoutcharian K. et al., 1999), y més recientemente en este trabajo realizado contra la cisticercosis
porcina, permitiendo el bloqueo del ciclo de vida del paréasito y la posible eventual erradicacion de la
enfermedad. Los fagos filamentosos tienen claras ventajas sobre los antigenos recombinantes
convencionales o las fracciones antigénicas usadas como herramientas de inmunodiagndsticos o como
vacunas, debido a que su produccidn a gran escala es sencilla y barata, permitiendo la rapida produccion
de preparaciones antigénicas casi 100% puras y estables (Wilson DR. et al., 1998; Manoutcharian, K. et

al., 2001).

Por otra parte, en este trabajo se evalud la capacidad protectora de una vacuna (CPhV) basada en

fagos M13 recombinantes que expresaban los antigenos KETcl, KETc7, KETcl2 y GK1 contra la

cisticercosis porcina.
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Una de las principales ventajas de la administracion de M13 sobre la vacuna basada en péptidos
sintéticos (Huerta et al., 2001; Sciutto et al., 2000) es la facilidad y el bajo costo con que puede ser
producido, ya que el M13 es secretado de las bacterias casi libre de componentes bacterianos; la densidad
de superficie del fago es de 200 a 400 m?/g y los péptidos fusionados comprenden més del 25 % del peso
del fago y més del 50% de su area de superficie (Petrenko and Smith, 2000). Otras caracteristicas
resaltables, son la resistencia de los fagos al calor y a muchos solventes organicos y compuestos quimicos
asi como otros agentes desnaturalizantes, pero la mayor ventaja de los fagos es su inmunogenicidad sin
requerir el uso de adyuvante para su aplicacion como inmundgenos. Todas estas propiedades mencionadas
son importantes para el desarrollo de vacunas y para su aplicacion. Considerando estas propiedades, la
tecnologia de Phage Display ha Ilamado la atencion de muchos grupos de trabajo del area del disefio de
vacunas contra distintas enfermedades tales como VIH-1 (Scala et al., 1999; De Berardinis et al., 2000),
Hepatitis-C (Puntoriero et al., 1998) o la enfermedad de Alzheimer (Manoutcharian et al., 2003; Frenkel
and Solomon, 2002; Gevorkian G et al., 2004; Manoutcharian et al., 2004). Ademas, los fagos se pueden
mejorar como sistemas de envio debido a los avances realizados en la modificacion de las proteinas de la
cubierta del fago M13, o modificandolas por completo, expandiendo la utilidad de la tecnologia de Phage

Display asi como el concepto de vacuna.

Durante las dos ultimas décadas, se ha enfocado en el desarrollo de una vacuna efectiva y de bajo
costo contra la cisticercosis. La cisticercosis es una enfermedad de alta prevalencia que causa severas
dafios neuroldgicos en los humanos en el tercer mundo (Sotelo, et al., 1996; White, 1997; Sciutto et al.,
2000). Se han intentado diferentes estrategias que han sido consideradas desde el ambito social y/o
biolégico. Sin embargo, la vacunacion de los cerdos (huésped intermediario de T. solium) puede
interrumpir el ciclo de vida del parasito y asi reducir la exposiciéon e infeccion de los humanos e
incrementar la economia de la crianza porcicola. A la fecha se han evaluado diferentes mezclas de
antigenos de diferentes estadios del parasito, oncosfera y cisticerco (Lightowlers, 2000). Sin embargo, las

limitaciones en la obtencién y la calidad de los antigenos evitan la amplia aplicacion de las distintas
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vacunas. Por otra parte, el uso de antigenos recombinantes ofrece un gran potencial para aplicar estos
antigenos. En este trabajo se evaluaron las capacidades inmunogénicas y protectoras de la vacuna CPhV
con la perspectiva de la aplicacion de los fagos filamentosos como vacuna contra la cisticercosis porcina.
Es de resaltar que la vacuna CPhV indujo una fuerte proteccion contra la cisticercosis por T. crassiceps y
mostro resultados promisorios contra la cisticercosis porcina. Aunque este ensayo experimental se llevd a
cabo con un bajo nimero de cerdos, no puede representar la realidad en la transmisién de la cisticercosis
porcina (en dosis y frecuencia del reto, fondo genético heterogéneo, estado nutricional de los cerdos,
condiciones de vida, etc.). Después de obtener los resultados de los efectos de la vacunacion, se propone
de forma obligatoria un ensayo en el campo seguido de un estudio post-mortem de la viabilidad y del dafio
de los cisticercos para evaluar el efecto de la vacuna sobre la prevalencia e intensidad de la cisticercosis

porcina en areas rurales de alta endemicidad.

Considerando la capacidad inmunogénica de la vacuna CPhV, se demostré que produjo una
respuesta inmune de tipo Th1/Th2 con una respuesta proliferativa antigeno y péptido especifico y la
produccién de IFN-y e IL-4 en los sobrenadantes de los cultivos de PBMCs de los cerdos inmunizados.
Esta respuesta inmune Th1/Th2 producida por la inmunizacién con los fagos ha sido confirmada por un
andlisis detallado de los subtipos de Igs en ratones inmunizados con fago M13 silvestre asi como con M13
recombinantes expresando diferentes péptidos (datos de experimentos no publicados). La
inmunogenicidad de los fagos podria ser el resultado de la expresion de péptidos/proteinas en el contexto
de ser un arreglo altamente ordenado de elementos repetitivos sobre la superficie del fago similar a las
particulas parecidas al virus de papiloma humano, que estan actualmente en proceso de ser vehiculos de
vacunas (Schiller and Lowy, 2001). Resultados publicados recientemente hacen posible mejorar la
potencia de las vacunas en donde dosis méas altas de fagos fueron usados (2 X 10 particulas) en cinco
aplicaciones con el adyuvante QS21 para proteger a los animales contra una progresion parecida al SIDA

(Chen et al., 2001).
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Un interesante descubrimiento fue la persistencia de los fagos en el tracto gastrointestinal de los
cerdos a los 45 dias después de la inmunizacion. Estos fagos se encontraron ademas en cerdos vacunados
oralmente, también en algunos cerdos de otros grupos, lo que indica una diseminacién activa de los fagos
a través de aquellos infectados oralmente, ya que todos los cerdos estuvieron en contacto estrecho durante
el experimento. Aunque es necesaria una mayor investigacion para proponer el uso de estos fagos
recombinantes en ensayos de campo, estos resultados apuntan a la posibilidad de una facil alternativa a la
diseminacion efectiva de la vacuna en una poblacion de cerdos expuesta, incrementando la posibilidad de
éxito de los programas de control. Sin embargo, también se debe considerar los posibles efectos negativos
de la diseminacion de los fagos entre los animales no controlados. La posibilidad de la aplicacion de los
fagos recombinantes sin efectos no deseables parece ser factible considerando la amplia experiencia de la
aplicacién de la terapia de fagos en humanos en muchos paises europeos por varias décadas (Sulakvelidze
et al., 2001; Summers, 2001). Por ejemplo, los fagos liticos, que lisan completamente a las bacterias, tales
como Staphylococcus, Klebsiella, Escherichia, Shigella y Salmonella, han sido usados como agentes
antibacteriales en humanos en el pasado y ahora hay una clara necesidad e interés para el desarrollo de
fagos antibacteriales (Biswas et al., 2002). Recientemente, el bacteriéfago phiX174 fue usado para
inmunizar pacientes infectados con VIH para la evaluacién de la funcién de células T CD4+ in vivo
(Fogelman et al., 2000). No obstante, actualmente se estan usando ensayos de vacunacién con fagos M13
recombinantes no infectivos tratados con UV de acuerdo con los lineamientos institucionales (1B,

UNAM).

En resumen, se reporta por primera vez la posibilidad de usar una biblioteca genémica expresada
en fagos para identificar antigenos de patégenos con potencial diagnéstico a través de una bioseleccion
con sueros inmunes. Posteriormente, la biblioteca genémica de T. solium se utilizara para aislar clonas
utilizando sueros hiperinmunes de ratones anti- T. solium y LCR de pacientes con NCC. La estrategia
descrita para identificar antigenos puede ser usada para identificacion directa de antigenos utiles para

estudiar las interacciones huésped-patdgeno asi como para el desarrollo de vacunas. Actualmente, se esta
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planeando un ensayo de vacunacion en campo a gran escala usando fagos recombinantes para determinar
si la CPhV puede ser usada como una vacuna accesible para ser incluida en un programa de control contra
la cisticercosis porcina en areas rurales de México, donde ésta enfermedad es endémica. Finalmente, el
presente trabajo apunta hacia el uso de fagos como posibles componentes de ensayos de

inmunodiagnostico y/o de vacunas recombinantes, aungue su aplicacion se reserva a estudios posteriores.
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Abstract

In this study we showed for the first time that a phage display library expressing
genomic DNA (Taenia solium genomic DNA library in this case) may be used in a
bioselection against anti-pathogen immune sera allowing the identification of disease-
related antigens recognizing antibodies present in clinical samples. We isolated two
phage clones expressing T.solium-derived antigens specifically reacting with antibodies
present in plasma and CSF samples of neuroimaging-confirmed neurocysticercosis
patients. The described antigen discovery strategy may be used for the direct
identification of antigens useful for host-pathogen interaction studies as well as for
molecular vaccine development.

Key words: Taenia solium, neurocysticercosis, phage displayed genomic DNA

expression library, immunodiagnosis.
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Abstract

The aim of this study was to test the capacity of recombinant phages to deliver antigens for vaccination against porcine
cysticercosis. Thus, three peptides (KETc1, KETc12, GK1) and a recombinant antigen KETc7, previously proven to induce high
levels of protection against pig cysticercosis, were expressed on the surface of the M13 bacteriophage at multiple copies. The
pool of these four recombinant phages induced high levels of protection against an experimental murine cysticercosis. The
immunogenicity of the phage vaccine preparation was therefore, tested in pigs, the natural host of Taenia solium. Subcutaneous
or oral vaccination with these phages induced antigen-specific cellular immune responses in pigs. Preliminary data also points to
the protective capacity of this recombinant phage vaccine against pig cysticercosis. The immunogenicity of these recombinant
phages, together with the low cost of their production, make them a realistic candidate to be tested in pigs as an anti-cysticercus
phage vaccine for field trials. This is the first report describing the application of a filamentous bacteriophage as a vaccine in
large animals such as pigs, the only intermediate hosts of 7. solium, a parasite of major medical importance in developing
countries. The potential application of phages as a modern platform for vaccines for human and animal diseases is discussed.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Phage display; Vaccination; Taenia solium; Pig cysticercosis; Synthetic vaccine

1. Introduction their expression on the surface of phage (generally,
M13, fd or ). Since the DNA fragments or genes

Phage display is based on the fusion of foreign encoding expressed molecules are fused to coat pro-
peptides/proteins to bacteriophage coat proteins and tein genes of phages, a physical linkage is established

between phage phenotype and genotype. Phage
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protein—protein, enzyme-substrate, receptor—ligand,
protein—DNA or even protein—non-protein interaction
using bioselection (biopanning) procedures (Rodi and
Makowski, 1999; Sidhu, 2000; Manoutcharian et al.,
2001). In numerous studies, antibody specificities
have been characterized by this powerful system in
various diseases including viral infections, cancer and
autoimmune disorders (Rodi and Makowski, 1999;
Sidhu, 2000; Manoutcharian et al., 2001). Also, the
immunogenic features of the phage expressing pep-
tides of interest have been extensively studied in mice
and rabbits (De la Cruz et al., 1988; Manoutcharian
et al., 2001). In addition, it has been shown that phage
particles were highly immunogenic and were capable
of inducing antigen-specific Abs without the require-
ment of adjuvants (Willis et al., 1993; Meola et al.,
1995), due to the ability of the phage to recruit helper
T-cells. Also, induction of a cytotoxic-T-lymphocyte
immune response has been reported with phage par-
ticles. Indeed, we have previously shown the genera-
tion of protective cellular immune response against
murine cysticercosis using recombinant phage expres-
sing T-cell epitopes as immunogens (Manoutcharian
et al., 1999). Recently, the induction of HI'V-1-specific
cytotoxic-T-lymphocyte immune response in mice
immunized with a cytotoxic-T-lymphocyte epitope
displayed on phages was reported (De Berardinis
et al., 2000). Phages were used as immunogens to
confer antibody-mediated protection in mice against
human respiratory syncytial virus (RSV) (Bastien
et al., 1997), HSV-2 (Grabowska et al., 2000) and
against streptococcal infection (Magliani et al., 1998).
Surprisingly, despite these data showing the strong
immunogenic potential of the phage, there have been
very few studies describing the application of phage as
vaccines.

Neurocysticercosis caused by Taenia solium is a
most common parasitic disease of the central nervous
system (CNS) and it seriously affects human health at
a worldwide scale (White, 1997; Sciutto et al., 2000).
The indispensable role of pigs as an obligatory inter-
mediate host in the life cycle of the parasite offers the
possibility of interfering with transmission through the
vaccination of pigs. Therefore, the development of
anti-cysticercosis vaccine was pursued by a number of
research groups (Nascimento et al., 1995; Molinari
et al., 1997; Toledo et al., 1999; Lightowlers et al.,
2000; Lightowlers, 2003). Murine cysticercosis caused

by Taenia crassiceps, a cestode that exhibits antigen
similarities with 7. solium, has been extensively used
to test different vaccine candidates and vaccination
approaches (Manoutcharian et al., 1999; Toledo et al.,
1999). Protective recombinant 7. crassiceps antigens
which cross react with T. solium were isolated from a
cDNA expression library (Manoutcharian et al., 1996)
and three epitopes from these antigens named GKI,
KETc1 and KETc12 were used in the form of synthetic
peptides as a three peptide-synthetic vaccine (S3Pvac)
against murine (Toledo et al., 1999) and porcine
cysticercosis (Huerta et al., 2001). S3Pvac has been
successfully evaluated in a field trial in 240 pigs (120
vaccinated and 120 controls) naturally exposed to the
parasite during 12 months. However, the high costs
of production of synthetic peptides limit their wide-
spread use. In the present study, we propose the use of
an antigen delivery system based on the use of phage
display to improve the immunogenicity of this syn-
thetic peptide vaccine and to reduce the costs of its
production. Our results demonstrate the immunogenic
potential of recombinant phages in pigs and their
feasibility to be used as valuable molecular vaccine
carriers.

2. Materials and methods

2.1. Construction of recombinant phages for
anti-cysticerci phage vaccine (CPhV)

T. crassiceps 96 aa long antigen KETc7 (Manoutch-
arian et al., 1996), KETc7-derived peptide GK1 (aa
69-95, GYYYPSDPNTFYAPPYSA), T. crassiceps
recombinant  antigen-derived peptides KETcl
(APMSTPSATSVRG) and KETc12 (GNLLLSCLG)
(Huerta et al., 2001) were expressed on the phage
surface by cloning the corresponding DNA fragments
in phage/phagemid vectors. Bold letters indicate the
additional amino acids which were coupled to the
commercial resin. All molecular biology procedures
were carried out using standard protocols (Sambrook
et al., 1989) or as recommended by manufacturers.
Restriction enzymes, DNA purification kits, DNA
polymerase, T4 DNA ligase and helper phage were
obtained from Invitrogen, CA, USA. The synthetic
oligonucleotides (oligos) were synthesized at Invitro-
gen. The DNA fragment coding for KETc7 was
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generated by PCR from pTc-sp7 plasmid (Rosas et al.,
1998), using the primers 5'K7: TTACTCGAATTCT-
CGGCCCAGCCGGCCGCACGAGCATTTATGCAG
and 3'’K7: CTCAAGGATCCGCGCCCGCAAGATT-
CTTCTTATCTTCTGGTTC introducing EcoRI and
BamHI restriction sites at 5 and 3’ ends of the DNA
fragment, respectively. The DNA fragments coding
for GK1 and KETc12 were generated by combining
two pairs of oligos 5’GK1: AATTAGGTTATTACTA-
TCCATCTGATCCAAATACCTTCTACGCTCCAC-
CCTACAGC and 3'GK1: GATCGCTGTAGGGTG-
GAGCGTAGAAGGTATTTGGATCAGATGGATAG-
TAATAACCT for GK1 and 5KETc12: AATTAGG-
CAACCTCTTATTGAGTTGTTTG and 3'KETcl2:
GATCCCAACAACTCAATAAGAGGTTGCCT  for
KETCcl12, respectively, in two separate annealing
reactions as described (Manoutcharian et al., 1999)
introducing flanking EcoRI and BamHI sites. These
three DNAs were digested with EcoRI/BamHI and
purified from agarose gel or ethanol precipitate. About
1 pg of each DNA sample was ligated with T4 DNA
ligase to approximately 0.5 pg of similarly digested
pF8 phagemid vector DNA, which is similar to the
previously described pF3 vector (Manoutcharian et al.,
1999), except that foreign peptides are fused to M13
cpVIIL. The ligation mixtures were used to trans-
form Escherichia coli TG-1 cells and resultant re-
combinant phagemids FK7, FGK1 and FKETc12
were rescued and amplified by superinfection with
M13KO7 helper phage (Invitrogen) as described pre-
viously (Manoutcharian et al., 1999).

The PhD Peptide Display Cloning System (New
England Biolabs, Beverly, MA, USA) was used to
construct FKETc1 recombinant phage. The primer
3’KETcl: ATGTTTCGGCCGACCGAACCGATGT-
AGCCGATGGTGTAGATGGAGCAGAGTGAGAA-
TAGAAAGGT and the extension primer EP: CATGC-
CCGGGTACCTTTCTATTCTC were used to synthe-
size a DNA fragment coding for KETc1 and carrying
Accl/Eagl restriction sites according to manufac-
turer’s instructions. This DNA was cloned into the
MI13KE phage vector, and the recombinant phage
clone FKETc1 was amplified by infecting TG-1 cells.
The correct PCR and cloning were verified by dideoxy
DNA sequencing using [o-3°S] dATP (Amersham-Life
Science) and Sequenase Quick-Denature plasmid
sequencing kit (Amersham). Recombinant phage par-
ticles were purified from 21 of 2 X YT by double

PEG/NaCl (20% (w/v) polyethylene glycol-8000,
2.5 M NaCl) precipitation and resuspended in Tris-
buffered saline (TBS). Typical yields of phagemid/
phage particles were 5 x 10" and 5 x 10'2 ml™" of
culture medium, respectively.

2.2. Immunization of mice

Six-week-old female BALB/cAnN mice, bred in
our animal facilities by brother—sister mating for over
20 generations, were used. All mice were housed, fed
and handled under standard conditions according to
current institutional guidelines. Three groups of six
mice each were s.c. immunized with CPhV (5 x 10'°
phage in 100 pl of TBS), M13 phage (5 x 10'° phage
particles in TBS) or with TBS alone, respectively, on
days 0, 12, 23 and 34.

2.3. Experimental challenge of mice with
T. crassiceps cysticerci

The OREF strain of T. crassiceps (Manoutcharian
et al., 1999) has been maintained by serial passage in
BALB/cAnN female mice for over 15 years in our
animal facilities. Metacestodes used in challenge
infections were harvested from the peritoneal cavity
of BALB/cAnN female mice. Ten small (diameter of
approximately 2 mm), non-budding larvae were sus-
pended in PBS and injected i.p. into each of the mice
using a 27-gauge needle. Mice were challenged 15
days after the last booster injection and 7 weeks after
infection the parasite load in each mouse was counted
as described previously (Manoutcharian et al., 1999).

2.4. Immunization of pigs

Twelve piglets of mixed genetic background were
produced and kept free of cysticercosis in the Facultad
de Veterinaria y Zootecnia, UNAM, under controlled
conditions.

Four groups of three pigs each at 10 months of age
(at the beginning of the experiments) were used in the
immunization trial. Four recombinant phages were
pooled to obtain CPhV and used to immunize pigs
s.c., or orally two times at 15-day intervals. One group
was immunized with CPhV at a low dose (4 x 10!!
phage in 1.5ml of TBS) s.c.,, and the other two
groups with CPhV, at a high dose (4 x 10'?> phage)
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administered s.c. or orally by pipette-feeding with
phage in 1 ml of TBS. As controls, three pigs were
each immunized s.c. with M13 phage at a high dose
(4 x 10'? phage). Additional five 2-month-old piglets
(kept separately from the 12 pigs) were each immu-
nized with M 13 phage at a high dose (4 x 10'? phage)
s.c. and used as control to assess challenge assay.

Blood samples from all pigs were obtained from the
jugular vein of each immunized pig before and at
different days after vaccination (days 0, 7, 15, 30 and
45) to study the course of the humoral and cellular
immune responses induced by the vaccine. To assess
the persistence of phage in the gastrointestinal tract of
pigs, phages were isolated from pig feces (days 15 and
45) by infecting TG-1 cells with 10-50 pul of TBS
containing freshly isolated fecal material after vortex-
ing and microcentrifugation (total volume 0.5 ml).
The phage titers, as colony-forming units (cfu), were
determined by plating infected TG-1 cells on LB
plates containing ampicillin and the phage identity
was established by DNA sequencing.

The experiments reported herein were conducted
according to the principles set forth in the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, Institute of
Laboratory Animal Resources, National Research
Council, Washington, DC, 1996.

2.5. Antibody detection by ELISA

The levels of antigen-specific antibodies (Abs) in
immune sera from three individual pigs within each
group were measured. To reduce non-specific binding
of sera pig components, an enriched immunoglobulin
fraction of the sera was precipitated by ammonium
sulfate, chromatographed and diluted in 1 ml of
0.15M phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2,
before assessment of serum antibody levels by ELISA
(Garcia et al., 2001). T. solium cyst fluid (TsAg) or the
respective peptides (1 ng per well) were used as an
antigen. For TsAg collection, the cysticerci were
dissected from skeletal muscle of pigs and collected
in ice-chilled phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4).
Immediately afterwards, the cysts were ruptured with
scissor and vesicular fluid was collected. Calcium was
removed by adding 50 pul of ammonium oxalate
(0.3 M) and 25 pl of ammonia (1:3 v/v, in water) to
each milli liter of vesicular fluid, centrifuging (2000 x
g, 4 min, at 20 °C), and discarding all precipitated

material. The supernatant was then collected and
aliquoted and stored in liquid nitrogen. Final protein
concentrations in the processed fluid were measured
by the method of Lowry.

Flat-bottomed microtitration plates (96 well; Nunc,
Roskilde, Denmark) were coated with antigens diluted
in 0.2 M carbonate—bicarbonate buffer, pH = 9.6, for
60 min at 37 °C (each serum was tested in duplicate).
The wells were washed and incubated with 100 pl
of porcine purified immunoglobulins diluted in
0.03% PBS-Tween (1:200), for 60 min at 37 °C.
Abs were detected with 100 pl of rabbit anti-pig
IgG (whole molecule) peroxidase conjugate (Sigma,
St. Louis, MI, USA) diluted to optimum concentration
(1:1000). As a substrate 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidine
(TMB, from Sigma) was used at 5 mg/ml. The color
reaction was stopped using 1N H,SQOy, 50 pl per well,
and absorbance values were measured at 450 nm in
an ELISA reader (LP400, Pasteur Diagnostics, Paris,
France).

To test whether pigs had anti-M13 Abs, ELISA was
also performed. Plates were coated overnight with
MI13 phage solution in PBS (10'° pfu/ml). After
blocking with PBS/3% BSA, pig sera were added
(1:100) in duplicate and incubated 1 h at 37 °C. Alka-
line phosphatase-conjugated rabbit anti-porcine IgG
(Zymed, San Francisco, CA, USA) was added to the
wells at 1:1000 and incubated for 1 h at 37 °C. The
reaction was developed with para-nitrophenylpho-
sphate and absorbance was determined at 405 nm.

2.6. Cell proliferation assay and cytokine
quantitation

PBMC were harvested from vaccinated and control
pigs before (time 0) and 30 days after the second
immunization using Ficoll-Hypaque gradient 1.077
(Sigma). Cells were cultured in RPMI 1640 medium
supplemented with L-glutamine (0.2 mM), non-essen-
tial amino acids (0.01 mM), penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 mg/ml) and FBS (10%). Cells were
cultured with ConA (5 pg/ml), with each of the three
peptides (10 pg/ml) or with TsAg at 10 pg/ml and
incubated at 37 °C in a 5% CO, humidified atmo-
sphere in flat-bottomed microtiter plates, using
2 x 10° cells per 200 pl of final volume. After 5 days,
the cultured cells were pulsed for a further 20 h with
1 uCi per well of methyl [*H] thymidine (Amersham
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Pharmacia Biothec, UK). Then the cells were har-
vested and the amount of incorporated label was
measured in a 1205-B spectrometer (Wallac Oy,
20101 Turku 10, Finland). Assays were performed
in triplicate and data are presented as stimulation
indices (SI: the ratios of cpm from antigen-stimulated
to matched, unstimulated cells). Supernatants from
replicate cultures corresponding to samples from days
0 and 30 were collected after 72 h for cytokine deter-
mination. IFN-y and IL-4 were measured by sandwich
ELISA according to the manufacturer of the Kkit
(Biosource International, CA). Absorbance values
are reported in pg/ml.

The synthetic peptides prepared by stepwise solid-
phase synthesis were purified as described previously
(Manoutcharian et al., 1999; Huerta et al., 2001).

2.7. Experimental challenge of pigs with
T. solium eggs

A specimen of 7. solium was obtained from a fully
informed and consenting human carrier in a village of
Yucatdn, Mexico, immediately after treatment with
niclosamide (Yomesan, Bayer). Eggs for challenge
were collected as previously reported (Huerta et al.,
2001). Those pigs which received low doses of s.c. or
oral vaccine (at 12 months of age), and the additional
M13 phage immunized piglets (at 3.5 months of age)
maintained separately and used as controls, were
infected orally with 17,000 eggs per pig 45 days after
the second dose of the vaccine. Two months later,
number of cysticerci per pig was determined at
necropsy as described previously (Huerta et al., 2001).

2.8. Histological examinations

Tissues containing cysticerci were sectioned (5 pm)
and stained with hematoxylin-eosin and the cysticerci
were classified according to the inflammatory reaction
and the magnitude of destruction as previously
described (Aluja and de Vargas, 1988).

2.9. Statistical analysis

All statistical analysis were performed using Graph-
Pad, Version 2.05 for Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA). Differences between groups were
analyzed by #-test or chi-square test when appropriate.

3. Results

3.1. Construction of recombinant phage and
evaluation of its protective capacity against
murine cysticercosis

To generate recombinant M13 phage expressing
KETcl, KETc12, GK1 (Huerta et al., 2001) and
KETc7 peptides (Manoutcharian et al., 1996), the
DNA fragments coding for the corresponding
sequences were cloned in phage/phagemid expression
vectors. The KETc1 was displayed on M 13 phage as a
cplll fusion at three to five copies per virus particle,
while the three other antigens were expressed on the
hybrid phage as M 13 cpVIII fusions at 300-900 copies
per phage (Willis et al., 1993). These phage clones
designated as FKETc1, FKETc12, FGK1 and FKETc7
were purified separately, pooled and then used as an
anti-cysticerci phage vaccine (CPhV) in immunization
trials. To increase the representation of KETcl pep-
tide, FKETc1 was included in the mixture 30 times
more than other constructs.

First, the protective capacity of CPhV vaccine was
tested against experimental murine cysticercosis.
There were significant differences in the total number
of cysticerci recovered between control mice which
received M13 only (990 cysts) and CPhV-immunized
mice (338 cysts). Interestingly, no cysticerci were
found in four of the six vaccinated mice.

3.2. Immune response to phage vaccination
in pigs

Two groups of pigs were immunized with CPhV
containing 4 x 10'? phage (high dose) in TBS by s.c.
injection or were orally pipette-fed, two times at
15-day intervals. Another group was immunized s.c.
with a low dose of CPhV (4 x 10'! phage) and the
control group received 4 x 10> M13 phages s.c.

To test whether phage displayed antigens induced
the production of specific Abs against peptides as well
as against 7. solium total antigens (TsAg), the porcine
sera were tested for IgG by ELISA. No specific
antibodies were detected against TsAg, KETcl,
GKI1 or KETcl2 (data not shown). Phage-specific
Abs in the sera of all pigs were also measured to
determine the immunogenicity of M13 phage itself
and high level of anti-M13 antibodies were detected
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Table 1
Antibody levels against M13 phage detected by ELISA®
Days after immunization Pigs immunized with
M13 phage CPhV
Subcutaneous Oral
Low dose High dose
0 0.25 + 0.007 0.29 =+ 0.006° 0.37 + 0.005 0.34 + 0.029
7 0.56 + 0.016" 0.58 4 0.005° 1.17 + 0.006" 0.49 + 0.019
15 1.17 £ 0.001" 0.47 + 0.006 1.25 + 0.009" 0.51 + 0.002"
30 1.19 + 0.004" 1.12 + 0.014" 1.17 £ 0.004" 1.09 + 0.079"
48 0.89 + 0.062" 1.20 + 0.072" 1.25 £ 0.077" 0.65 + 0.082"

* Four groups of pigs were immunized s.c. or orally with 4 X

10'2 of CPhV two times at 15-day intervals or with M13, s.c. Anti-M13

phage Abs were measured in pooled sera of each group of the immunized pigs. Data are the mean £ S.D. of two determinations, each one

tested in duplicate.

® Pigs from this group received low dose (4 x 10'! phage) of CPhV.
* Significantly increased responses (P < 0.05) compared with the values before the immunization (Student’s #-test).

in all pigs albeit with some differences (Table 1).
The s.c. immunization at a high dose (4 x 10'?)
induced high levels of Abs as soon as 7 days after
immunization. To assess the persistence of phages in
gastrointestinal tract of the pigs, cell-free phage par-
ticles from the feces of immunized animals were
isolated on days 15 and 45. Surprisingly, recombinant
phages were found not only in the samples of orally
immunized pigs, but also in samples from animals of
other groups. The phage titers tended to decline from
10* cfu/ml to 50-100 cfu/ml and at day 45 the titers of
phage from CPhV-immunized pigs were 10—-100 times
higher compared to those from M13-immunized con-
trol group. Phage clones from individual pigs (five
pigs in total) were sequenced: all eight clones were
FGKI1 obtained from two s.c. low dose CPhV-immu-
nized animals, the same eight clones were found in
two pigs from the control group and 4 FKETc12
clones were detected in one orally immunized pig
(data not shown). This evidence suggests that the close
contact of orally immunized pigs with control pigs
relates to the finding of recombinant phages in the
gastrointestinal tracts of control pigs.

To study the cellular immune responses, PBMCs
were collected from vaccinated pigs before and at
different times after immunization and tested in a
lymphoproliferation assay. The stimulation index
was calculated as the mean cpm of stimulated cells
per mean of non-stimulated control cells. Peptide and
TsAg-specific lymphocyte proliferation was detected

when PBMCs from CPhV-immunized pigs were sti-
mulated by the different antigens tested. No specific
proliferative response was observed in pigs immu-
nized with only M13 phage. The highest stimulation
index induced by TsAg or synthetic peptides was
observed 15 days after the boost with CPhV (Fig. 1).
To further analyze the elicited immune response, the
levels of IL-4 and IFN-y cytokines were measured in
supernatants 3 days after in vitro stimulation of cul-
tured PBMCs. A clear increase in IFN-y was detected
in the supernatants after specific stimulation. IFN-y
was not detected in supernatants from cells obtained
before immunization or cells from control pigs
(Fig. 2). In the same supernatants, increased levels
of IL-4 were detected in most of the pigs immunized
both with M13 and with the recombinant phages
(Fig. 3). Thus, these data suggest that immuniza-
tion with CPhV induced a mixed Th1/Th2-type
response.

3.3. Effect of phage immunization on
T. solium challenge

To test the protective capacity of phage vaccine
against pig cysticercosis, pigs immunized either with
oral or low dose s.c. CPhV vaccine, were experimen-
tally challenged with T. solium eggs. Only these two
groups were infected because of the limited number of
T. solium eggs available and because of our intent to
determine whether low dose s.c. immunization could
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Fig. 1. PBMC proliferative responses in control and vaccinated pigs. Two groups of pigs (three animals in each) were immunized with
4 x 10" of CPhV phage s.c. (Sc high) or orally, one group received low dose (4 x 10'") of CPhV (Sc low) and the control group received high
dose (4 x 10'?) of M13 phage. PBMCs were collected from each pig before priming (day 0, blank circles) and 15 days after boosting (day 30,
filled circles) and cultured 5 days in the presence of TsAg and three peptides (10 pg/ml). Labeled thymidine incorporation was measured and
stimulation indexes were calculated as the ratios of the mean cpm from antigen-stimulated to matched non-stimulated cells. Assays were
performed in triplicate. The bars indicate median cell values of cpm from pigs before vaccination (day 0). “P < 0.05 in relation to the index

before immunization.

be sufficient to induce protection and whether oral
immunization could be equally effective. An addi-
tional group of five pigs maintained separately from
phage immunized animals was used as a control. As
shown in Table 2, s.c. immunized pigs showed reduced
number of cysticerci compared with control animals,
and one of them was completely protected. Two out

of three orally immunized pigs exhibited reduced
number of cysticerci and 474 cysticerci were re-
covered from the third pig. However, 86% of them
were macroscopically damaged. Despite the small
number of pigs tested, these results point to a protec-
tive immunity induced in pigs against cysticercosis by
the CPhV vaccine.
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Table 2
Effect of phage immunization upon the parasite load”

Pigs immunized with

MI13 CPhV
Subcutaneous Oral Subcutaneous
(low dose)
91° (73/18)° 31 (3/28) 11 (1/10)
164 (154/10) 474 (65/409) 0
246 (57/189) 53 (24/29) 36 (23/13)

514 (512/2)
580 (580/0)

# Three pigs from each group were s.c. or orally immunized
twice at 15-day intervals with CPhV. Control group received only
the M13 phage. Forty five days after the second application of
phage, pigs were orally challenged with 17,000 T. solium eggs. Two
months later, pigs were sacrificed and the parasite load was counted.

® Individual number of cysticerci recovered from each pig.

“ Number of vesicular/necrotic cysticerci.

3.4. Histological examination

Cysticerci in different stages of viability were
recovered from skeletal muscle and liver including
adjacent tissues of control and immunized infected
pigs. Cysticerci recovered from CPhV-immunized
pigs were histologically examined and were found
to be at different degrees of degeneration (Fig. 4).
Considering the severity of the tissue inflammatory
response and the state of the larval degeneration, most
inspected lesions were scored as grades 4 or 5 accord-
ing to the previously published classification (Aluja
and de Vargas, 1988). Cysticerci found in the liver
of vaccinated pigs were shown to be completely
destroyed within a granulomatous zone (grade 6).
Cysticerci from control pigs were surrounded by a
discrete to moderate inflammatory response mainly
based on lymphocytes, plasma cells and eosinophils
and were scored as grades 1-3 according to the
previous classification reports (Aluja and de Vargas,
1988).

4. Discussion
Herein, we showed the protective capacity of a

vaccine based on recombinant M13 phage expressing
KETcl, KETc12, KETc7 and GK1 sequences (CPhV)

against experimental murine cysticercosis. It was also
demonstrated that CPhV could effectively elicited
specific cellular but not humoral immune response,
the former seems to be protective in pigs against
T. solium cysticercosis.

The antigen delivery on M 13 phages has important
advantages compared with synthetic peptide vaccine
reported by our group previously (Huerta et al., 2001;
Sciutto et al., 2000): they can be easily and cost-
effectively produced in large-scale since they are
secreted from the infected bacterial cells nearly free
of intracellular components; the phage surface density
is 200-400 m?/g and the fusion peptides comprise up
to 25% by weight of the phage and subtend up to 50%
of its surface area (Petrenko and Smith, 2000).
Furthermore, phages are resistant to heat and to many
organic solvents and chemicals as well as other stres-
ses (Petrenko and Smith, 2000) and, most importantly,
phage particles are highly immunogenic not requiring
of adjuvant for their application as immunogens. All
these properties are important for the development of
vaccines for large-scale application. Considering these
properties, phage display has recently called attention
of research groups working in the field of vaccine
development against many diseases, such as infections
with HIV-1 (Scala et al., 1999; De Berardinis et al.,
2000), hepatitis C virus (HCV) (Puntoriero et al.,
1998) or Alzheimer’s disease (Frenkel and Solomon,
2002). In addition, it is possible to improve phages as
antigen delivery systems given that significant pro-
gress has been made in the engineering of M13 phage
mutant coat proteins, including completely artificial
ones, thus expanding the utility of phage display
technology in general and the phage vaccine concept,
in particular (Roth et al., 2002; Sidhu, 2000).

Cysticercosis is a highly prevalent disease that
causes a severe neurological illness in humans in
the developing world (White, 1997; Sciutto et al.,
2000). In order to prevent this disease different stra-
tegies have been considered based on social develop-
ment (Joshi et al., 2001; Vazquez-Flores et al., 2001)
and/or biological interventions (Pawlowski, 1990;
Nascimento et al., 1995; Molinari et al., 1997; Light-
owlers et al., 2000). During the last two decades, our
research group has focused on the development of an
effective, stable and low-cost vaccine against porcine
cysticercosis. Clearly, vaccination of the pigs (the
intermediate hosts of 7. solium) could hinder the
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Fig. 4. Percentage of non-viable cysticerci detected by histological examinations. Cysticerci were classified according to the inflammatory
response surrounding them and the different degrees of degeneration. Non-viable cysticerci were surrounded by a severe inflammatory
response. Pigs were immunized with 4 x 10'> of CPhV phage orally, 4 x 10'! of CPhV s.c. and 4 x 10'? of M13 phage s.c. (control group).
Percentage of damaged cysticerci were significantly lower in those subcutaneously or orally immunized (P < 0.0001, chi-square test).

transmission cycle of the parasite and thus reduce the
infection pressure upon humans and improve the
economy of rural pig rearing. Different complex
antigen mixtures from cysticerci and oncosphere have
been proposed as a source of vaccine (Lightowlers
et al., 2000). However, limitations on the supply and
quality control of these antigens prevent the broad
application of such vaccines. On the other hand, the
use of defined recombinant antigens offers the greatest
potential for overcoming these limitations. We report
in this article the immunogenic and protective proper-
ties of the CPhV vaccine with the perspective of
application of phage particles as vaccines against
porcine cysticercosis. Importantly, CPhV vaccine
induced strong protection against 7. crassiceps cysti-
cercosis and showed promising results against por-
cine cysticercosis. However, this experimental trial
with very few pigs can hardly claim to represent
realistic transmission conditions (i.e. in dose and
frequency of challenge, heterogeneous genetic back-
ground, nutritional status of pigs, heterogeneous

stress). After these experimental measurements of
the effects of vaccination, a controlled field trial
followed by a thorough post-mortem study of viable
and damaged cysticerci was considered mandatory to
evaluate the effect of the vaccine on the prevalence
and intensity of pig cysticercosis in highly endemic
rural areas.

Regarding the immunogenic capacity of the CPhV
vaccine, we showed that it elicited a mixed Th1/Th2
immune response with a peptide/antigen-specific pro-
liferative responses and the production of IFN-y and
IL-4 in supernatants from cultured PBMCs from
immunized pigs (Figs. 1-3). This mixed Th1/Th2
response elicited by phage immunization has been
further confirmed by detailed analysis of Ig subtypes
in mice immunized with wild type M13 as well as
recombinant M13 bearing different peptides (our
unpublished data). However, in our recent study of
the immune response in pigs immunized with tri-
peptide synthetic vaccine using saponin as adjuvant
we demonstrated a strong Thl response but not Th2
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response (Diaz et al., 2003), and these results point to
the role of the phage in inducing a mixed Th1/Th2
response in pigs immunized with phage.

The immunogenicity of the phage could be the
result of the display of peptides/proteins in the context
of the highly ordered array of repetitive elements on
the phage surface similar to human papillomavirus-
like particles, which are currently under development
as vaccine vehicles (Schiller and Lowy, 2001). It
should be possible to improve vaccine potency con-
sidering recently published results in which much
higher doses of phages were used (2 x 10'* particles)
in five applications with QS21 adjuvant to protect the
animals against AIDS-like disease progression (Chen
et al., 2001).

An interesting finding was the persistence of the
recombinant phage in the gastrointestinal tract of pigs
45 days after the immunization. These phages were
found not only in orally vaccinated pigs, but also in
some pigs in other groups, indicating an active dis-
semination of phage through those orally infected,
since all pigs were in close contact during the experi-
ment. Although further research is needed to propose
the use of the infective recombinant phages in field
trials, this result points to the possibility of an easy
alternative to effectively disseminate the vaccine in the
exposed population of pigs, thus increasing the pos-
sibility of the success of control programs. However,
one should also consider the possible negative effects
of dissemination of phage between animals in uncon-
trolled ways. The possibility of application of recom-
binant phages without undesirable effects seems
feasible considering the extensive experience of the
application of human phage therapy in several Eur-
opean countries for many decades (Sulakvelidze et al.,
2001; Summers, 2001). For instance, lytic phages,
capable of completely lysing the bacteria being trea-
ted, such as Staphylococcus, Klebsiella, Esherichia,
Shigella and Salmonella species, have been used as
antibacterial agents in humans in the past and there is
an interest and clear need for the development of
antibacterial phages (Biswas et al., 2002). Moreover,
bacteriophage phiX174 was recently used to immu-
nize HIV-infected patients for the evaluation of CD4+
T-cell function in vivo (Fogelman et al., 2000). Never-
theless, we are currently using in all trials UV-treated
non-infective phage according to our institutional
guide.

In summary, the present work points toward the
use of modified phage particles as powerful recombi-
nant vaccine components, although their application
deserves further studies. Currently, a large-scale vac-
cination field trial using ultraviolet-inactivated recom-
binant phages is under way to determine whether
CPhV can be used as an accessible vaccine to be
included in a control program against pig cysticercosis
in endemic rural areas of Mexico.
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