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SUMMARY

Background. Ovine Enzootic Abortion is a contagious infectious disease caused by a Gram negative and obligate
intracellular bacterium, Chlamydia abortus. For field diagnosis, commercial serological tests are used; however, some
of these tests show low sensitivity and specificity rates, due to the cross-reactions that the antigens used have against
other pathogens. For the most accurate diagnosis, it is necessary to develop tests with more specific antigens such as
polymorphic membrane proteins (Pmp's), that allow to determine the presence of specific epitopes using new
technologies. Objective. To determine in silico the presence of epitopes with specific immunogenic potential against
Chlamydia abortus of two fragments of the PMP17G protein. Methodology. The cloning and sequencing of the
fragments was carried out from a field isolate of Chlamydia abortus, and from the analysis of these sequences, with
the help of two bioinformatics software’s. Results. Several epitopes from Chlamydia abortus were found, rPOMP90-
3 (eight epitopes) and rPOMP90-4 (one epitope). Implications. Bioinformatics analysis indicated that both fragments
of the protein have the capacity to activate the immune system, which would be useful for the development of
diagnostic kits and immunogens. Conclusions. The in silico analysis allowed to efficiently predict and identify specific
epitopes against Chlamydia abortus in both fragments of the protein.
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RESUMEN

Antecedentes. El aborto Enzo6tico Ovino es una enfermedad infectocontagiosa provocada por la bacteria Gram
negativa e intracelular obligada Chlamydia abortus. Para el diagnéstico en campo, se emplean pruebas seroldgicas de
uso comercial; sin embargo, algunas de estas pruebas tienen porcentajes de sensibilidad y especificidad bajos debido
a las reacciones cruzadas que muestran los antigenos empleados frente a otros patdgenos. Para el diagnostico mas
certero, es necesario desarrollar pruebas con antigenos mas especificos como las proteinas de membrana polimérficas
(Pmp’s), que permiten determinar la presencia de epitopos especificos empleando nuevas tecnologias. Objetivo.
Determinar in silico la presencia de epitopos con potencial inmunogénicos especificos contra Chlamydia abortus de
dos fragmentos de la proteina PMP17G. Metodologia. Se realiz6 la clonacidn y secuenciacién de los fragmentos a
partir de un aislamiento de campo de Chlamydia abortus y del analisis de éstos, con ayuda de dos softwares
bioinforméticos. Resultados. Se detectaron varios epitopos de Chlamydia abortus, rPOMP90-3 (ocho epitopos) y
rPOMP90-4 (un epitopo). Implicaciones. El andlisis bioinformatico indicd que ambos fragmentos analizados de la
proteina presentan capacidad de activacion del sistema inmune, lo cual seria de utilidad para el desarrollo de técnicas
de diagnostico e inmundgenos. Conclusiones. El analisis in silico permitié predecir e identificar de manera eficiente
epitopos especificos contra Chlamydia abortus en ambos fragmentos de la proteina.
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Polimorfica.
INTRODUCCION

Chlamydia abortus (C. abortus) es una bacteria
intracelular obligada con un ciclo de desarrollo
bifasico Unico compartido entre todas las especies del
género; el cual, se divide en dos estructuras
morfolégicas bien definidas, el cuerpo elemental y el
cuerpo reticular (Klasinc et al., 2021). C. abortus es un
patégeno de importancia en pequefios rumiantes, ya
que es el agente causal del Aborto Enzodtico Ovino
(AEO); esta enfermedad provoca aborto en hembras
gestantes en el Ultimo tercio de gestacion y por
consecuencia diversas pérdidas econdmicas (Essig y
Longbottom, 2015; Rodolakis y Laroucau, 2015).
Ademas, se ha relacionado a esta bacteria como agente
primario de artritis, conjuntivitis, mastitis y neumonia
(Yin et al., 2014). Se ha documentado en diversos
estudios el potencial zoonético de C. abortus,
principalmente para mujeres que tienen contacto
directo o indirecto con animales infectados causando
diversas patologias (Cheong et al., 2019), tales como
coagulacion intravascular diseminada después del
parto, falla renal aguda, edema pulmonar, enfermedad
pélvica inflamatoria (Walder et al., 2003), sepsis
durante el embarazo (Walder et al., 2005), neumonia
(Ortega et al., 2016) y como agente del sindrome de
dificultad respiratoria aguda (Pichon et al., 2020).

En México, el AEO es considerada como una
enfermedad endémica, la presencia de este patégeno se
ha reportado en ovinos y caprinos en diversos estudios
desde hace varios afios como uno de los agentes
primarios causales de aborto en ovinos (Escalante-
Ochoa et al., 1996) y caprinos (Escalante-Ochoa et al.,
1997). Fue reportada la presencia de anticuerpos contra
este agente en rebafios caprinos del estado de
Guanajuato, en los que se registré una frecuencia de
4.87%  (Campos-Hernandez et al.,, 2014).
Posteriormente en 2015, en el mismo estado,
Chlamydia spp. se identifico en cabras lecheras
mediante cultivo celular en el 26.98% de las muestras
(Mora-Diaz et al., 2015). Jiménez-Estrada et al.,
(2008) en el municipio de Xalatlaco, Estado de
México, identifica la presencia de este agente mediante
pruebas de ELISA y PCR, con una frecuencia de
21.3% y 0.65% respectivamente. En unidades de
produccion ovina ubicadas en municipios del Estado
de Meéxico (Atlacomulco, Calimaya, Coatepec
Harinas, Santa Maria Rayon, Temascalcingo, Tenango
del Valle, Xonacatlan Zumpango) se obtuvieron
diversas prevalencias mediante aislamiento para
Chlamydia spp. (68.44%) y PCR especifico para C.
abortus (6.46%) (De Jesus-Aldama, 2022).

En rebafios caprinos con problemas de aborto en
diferentes estados de la republica (Coahuila, Jalisco,

Querétaro, Puebla y Veracruz), se identifico mediante
aislamiento (23.1%) y por PCR especifico (9.6%)
(Sanchez, 2014). En Guanajuato, en rebafios caprinos
lecheros se identificaron anticuerpos contra C. abortus
(4.87%); dichos animales seropositivos  se
identificaron en seis de nueve unidades de produccion
evaluadas (66.6%) (Campos-Hernandez et al., 2014).
También se determind la presencia del agente por
medio de ELISA (9.60%), aislamiento (26.98%) y
PCR (23.8%) (Mora-Diaz et al., 2015). En un estudio
realizado en equinos mediante ELISA frente a C.
abortus, la prevalencia fue mayor en equinos que
conviven con rumiantes como bovinos (48%), caprinos
(12.5%) y ovinos (29.7%) respecto a los equinos que
no conviven con rumiantes (1.32%) (Rubio-Navarrete
etal., 2017).

En México la vacunacién para la prevencion y control
del AEO no ha sido implementada, ya que los
inmundgenos no se comercializan y no existe ninguno
de su tipo en el pais, lo cual, dificulta el control de la
enfermedad en rebafios ovinos y caprinos. Una
alternativa para el control del AEO es la aplicacion de
vacunas atenuadas e inactivadas, fundamentalmente en
paises europeos; las cuales, disminuyen las tasas de
abortos y las cargas bacterianas. Sin embargo, no
eliminan por completo al agente de animales
infectados (Bommana y Polkinghorne, 2019).
Adicionalmente, hay evidencias en el caso del empleo
de la vacuna 1B de Chlamydia abortus, que la bacteria
puede reactivarse y provocar abortos en animales
inmunizados (Laroucau et al., 2018; Longbottom et
al., 2018). Estas limitaciones en la vacunacion han
generado la necesidad de desarrollar vacunas mas
seguras y eficaces para el control y la prevencion del
AEQ. Recientemente se desarroll6 una vacuna
inactivada (INMEVA®; Laboratorios Hipra S.A.
Amer, Spain); la cual demostr6 una reduccion en
trastornos reproductivos y excrecion del patdgeno en
animales desafiados de manera considerable
(Montbrau et al., 2020). Sumado a esto, las vacunas de
subunidades han demostrado ser mas seguras Yy
econdmicas que las disponibles comercialmente, tanto
vacunas combinadas (MIP/CPAF) (O’Neill et al.,
2019) o empleadas como refuerzo (COMC y (OG)-
COMC) (Livingstone et al., 2021), su uso en modelos
experimentales redujo considerablemente las tasas de
abortos y la excrecién del patdgeno en los animales
desafiados.

El serodiagndstico especifico del AEO se ve limitado
debido a las reacciones cruzadas que presentan algunas
de las pruebas comerciales disponibles actualmente
con bacterias del mismo género y con algunas bacterias
Gram negativas como Acinetobacter spp; dado que,
estas se desarrollan en base a antigenos compartidos
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entre las especies de este género (O’Neill et al., 2018).
La falta de pruebas lo suficientemente sensibles y
especificas contra el AEO, ha conducido a diversos
estudios enfocados en identificar factores de virulencia
y proteinas de superficie, que pudieran ser empleados
como dianas para el desarrollo de pruebas de ELISA
maés eficientes revelando resultados prometedores en el
diagnéstico especifico de C. abortus (Forsbach-Birk et
al., 2013; Hagemann et al., 2016). Otra alternativa ha
sido la identificacion in silico de epitopes
inmunogénicos en proteinas de C. abortus. Se han
evaluado proteinas de superficie, como la proteina
principal de la membrana externa (MOMP) (Vretou et
al., 2001) y proteinas polimdrficas de membrana
externa (POMP) (Vretou et al., 2003). Se han
estudiado los factores de virulencia en diferentes
especies de Chlamydia (Rahman et al., 2016), asi
como el desarrollo de microensayos empleando
péptidos sintéticos que representan epitopos de células
B de proteinas inmunodominantes de algunas especies
del género (Sachse et al., 2018). El presente estudio
identifica y caracteriza in silico la presencia de
epitopes inmunogénicos en dos fragmentos de la
Proteina de la Membrana Polimérfica (PMP17G) que
puedan ser empleados para la deteccidn especifica del
AEO y el desarrollo de vacunas.

MATERIALES Y METODOS

Se emple6 un aislamiento de C. abortus previamente
identificado por medio de aislamiento en cultivo
celular y PCR especifica, la extraccion de DNA se
realizé a partir de cultivo celular, empleando el kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(PROMEGA, USA) (de Oliveira et al., 2018)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Identificacion de los genes POMP90-3 y POMP90-4

La identificacion de los fragmentos superpuestos
POMP-3y POMP90-4 de C. abortus se realiz6 a través
de dos pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa
(Longbottom et al., 2002) empleando los siguientes
iniciadores: POMP90-3F (3°-
TATTGTCCTCCAGGCA-’5), POMP90-3R (3’-
ATCAGCATAAATAGCCCCG-’5) y POMP90-4F
(3’-TCCACTTCAAAAGG-‘5), POMP90-4R (3’-
GTTCCCATCGAAGGTA-’5) respectivamente
(Longbottom et al., 2002). Las reacciones se
prepararon en un volumen final de 50 pL; los cuales
contenian: 25.0 pL. de Master mix (IBI Scientific,
USA), 0.4 uM de cada iniciador, 50-100ng de ADN
molde y agua libre de nucleasas hasta completar el
volumen deseado. La reaccion se Ilevo a cabo en un
termociclador Primer G (Techne, UK) empleando las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94
°C durante 10 min., seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, alineacion a 44
°C por 1 min para ambos pares de iniciadores y
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extension durante a 72 °C por 1 min. Finalmente, una
extension final a 72 °C por 5 min. Los productos de
PCR fueron examinados por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (10 mg/mL) a
90 Volts por 40 min. y visualizados en una cdmara de
uv.

Construccion de plasmidos

Una vez identificados ambos fragmentos, las bandas de
ADN de interés de ambas amplificaciones de PCR se
cortaron del gel y se trataron de acuerdo con el
protocolo de purificacion, “Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System” (Promega, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante, para purificar el ADN
(Hireche et al., 2016). EI ADN purificado se emple6
para clonar los fragmentos de interés, en el vector de
clonaciéon “pGEM-T easy vector system” (Promega,
USA), el cual es un vector linealizado con una sola
timidina 3"-terminal en ambos extremos. La reaccién
de ligazdn se llev6 a cabo mediante la incubacion a 16
°C durante toda la noche, el resultado final de dicho
procedimiento fue la construccion de dos plasmidos
recombinantes pGEM-T- POMP90-3 y pGEM-T-
POMP90-4.

Transformacion celular

Para el proceso de transformacion celular, se empled la
cepa bacteriana de E. coli DH5a quimicamente
competente empleando el método de CaCl;
(Iingworth et al., 2017), las células y los plasmidos
recombinantes (pGEM-T- POMP90-3 y pGEM-T-
POMP90-4) se cotransformaron y se sembraron en
agar selectivo Luria Bertani (LB) (500 pL)
suplementado con ampicilina (100 pg/mL), Isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranésido  (IPTG)/X-Gal,  con
concentraciones finales de 96 pg/mL y 40 pg/mL
respectivamente, las placas fueron incubadas a 37°C
por 24 hrs., finalmente las colonias resultantes se
seleccionaron a través del método de seleccion de
colonias azul-blancas (Nabi et al., 2016).

Purificacion de los plasmidos recombinantes

Los plasmidos recombinantes (phGEM-T- POMP90-3
y pGEM-T- POMP90-4) se purificaron a partir de
células de E. coli DH5a transformadas, obtenidas
previamente de cultivos de 10 mL de caldo LB con
antibidtico; posteriormente los cultivos se trataron de
acuerdo con el protocolo para purificacion de
plasmidos “Hight-Speed Plasmid Mini Kit” (IBI
Scientific, USA).

Andlisis de los plasmidos recombinantes
La clonacion de ambos plasmidos recombinantes se

confirmé mediante amplificacion por PCR y digestion
enzimatica (EcoRl y Ncol) (Promega, USA);
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adicionalmente se secuenciaron dichos plasmidos
recombinantes para su analisis posterior.

Secuenciacion y analisis de los plasmidos
recombinantes

Una vez confirmada la clonacién de ambos fragmentos
en los plasmidos recombinantes y posterior a su
purificacion, se cuantifico la concentracion (ng/uL) de
ADN plasmidico en un Nanodrop Q5000 UV-Vis
Spectrophotometer  (Quawell, USA) para su
secuenciacion.

Prediccion de epitopes in silico

Las secuencias obtenidas fueron analizadas empleando
el software Mega X (Wasissa et al., 2021). Las
secuencias de aminoécidos se evaluaron mediante el
software bioinformatico Immune Epitope Database
Analysis Resource (http://tools.iedb.org/bcell/) 'y
BepiPred - 2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPr
ed-2.0) para la identificacion de epitopos con potencial
inmunogeénico a partir de secuencias de aa obtenidas en
este estudio. Adicionalmente, realizamos la prediccion
de epitopos discontinuos y estructuras 3D en ambos
fragmentos empleando el software  ElliPro
(http://tools.iedb.org/ellipro/).

1 2 3 4
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RESULTADOS
Deteccion de los genes POMP90-3 y POMP90-4

El uso de los iniciadores (Longbottom et al., 2002)
para la identificacion especifica de los fragmentos
superpuestos 3 y 4 de la Proteina de la Membrana
Polimorfica de C. abortus, resultaron en dos productos
de 245 pb (POMP90-3) y 209 pb (POMP90-4) (figura
1).

Andlisis de restriccion enzimatica de la
construccién de los plasmidos recombinantes

Las construcciones recombinantes obtenidas (pGEM-
T- POMP90-3 y pGEM-T- POMP90-4) fueron
sometidas a evaluacion por medio de digestion
enzimatica empleando enzimas de restriccion de
acuerdo con el mapa de clonaje multiple de dicho
vector, empleando las enzimas (EcoRl y Ncol)
(Promega, USA). Finalizada la digestién enzimatica,
se evaluaron los resultados con una electroforesis en
gel de agarosa; el cual, se observaron dos fragmentos
3015 correspondiente al plasmido y 245 pb para el
fragmento recombinante (rPOMP90-3); de igual
forma, para el fragmento 4 se obtuvieron dos
fragmentos de 3015 correspondiente al plasmido y 209
pb para el fragmento recombinante (rPOMP90-4). El
analisis de restriccion confirmd la presencia de los
genes POMP90-3 y POMP90-4 en el plasmido pGEM-
T-Easy. Alternativamente, se realiz6 una prueba de
PCR para la identificacion de los fragmentos a partir
de la purificacion de los plasmidos, comprobando de
esta forma la presencia de los fragmentos POMP90-3
y POMP90-4 dentro de vector pGEM-T Easy.
Finalmente, ambos plasmidos recombinantes fueron
secuenciados (figura 2).
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Figura 1. Identificacion especifica de los fragmentos 3 y 4 del gen de la proteina de la membrana polimorfica
(POMP90) de Chlamydia abortus. Carril 1y 8: Marcador de Peso Molecular, Carriles: 2, 4 y 6. Fragmento 3 (245 pb)

y Carriles: 3,5y 7. Fragmento 4 (209 pb).
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Figura 2. Identificacion de los fragmentos rPOMP90-3 y rPOMP90-4 a través de digestion enzimética con enzimas
de restriccion Ncol y Ndel. Carril 1, 4 y 8, marcador de peso molecular. Carril 2-3, pGEM T- easy (3015 pb) y
rPOMP90-3 (245 pb). Carril 5-7 pGEM T- easy rPOMP90-4 (209 pb).

Prediccién de epitopes in silico

Identificacion de  epitopos  inmunogénicos
fragmento rOMP90-3 de Chlamydia abortus

Con un total de 75 residuos que conforman la
secuencia de aminodcidos del fragmento rPOMP90-3,
al ser evaluado por los dos softwares, se observé que
la secuencia conservada al 100% predijo ocho epitopos
de diferentes tamafios. Ambas evaluaciones nos
demostraron variaciones en cuanto a la prediccion de
los epitopos; IEDB predijo un total de ocho epitopos,
los més grandes son tres: dos de ocho y uno de quince
residuos (figura 3), BepiPred predijo ocho, los mas
grandes fueron dos, uno de ocho y otro de quince
residuos; estos ocho epitopes coinciden en ambos
programas; sin embargo, Immune Epitope Database

Sequence Markup Types

Epitopes: Positions above epitope threshold

predijo una adicional, siendo nueve los epitopos
predichos por este programa, una ligera diferencia
entre ambos programas, el resto son mas pequefios de
uno y dos residuos que varian en ambos programas al
punto de estar presentes 0 no en uno u otro de los
programas. Adicionalmente, realizamos la prediccion
de epitopos discontinuos y estructuras 3D en ambos
fragmentos empleando el software “ElliPro: Antibody
Epitope Prediction”, esta prediccion demostrd cuatro
epitopos discontinuos. Ademés, las estructuras
tridimensionales de los epitopos discontinuos
demuestran que estos se encuentran expuestos en la
superficie de la estructura de todo el fragmento
rPOMP90-3 (Figura 4); el programa identifico un total
de cuatro epitopos discontinuos con sus respectivas
estructuras tridimensionales.

Predictions: The protein sequence displayed with orange gradient, illustrating BepiPred-2.0 predictions
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Figura 3. Epitopos predichos (ocho secuencias) por el programa “BepiPred 2.0” en la secuencia correspondiente al
fragmento rPOMP90-3, de tamafios variables (enmarcados en rojo).
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Figura 4. Estructuras tridimensionales predichas en el fragmento rPOMP90-3 de C. abortus. Representacién grafica
tedrica de la estructura de 4 epitopos discontinuos. A) 12 residuos, B) 10 residuos, C) 5 residuos y D) 17 residuos,
estructura conformacional y exposicion en la superficie de ésta.

Identificacion de epitopos inmunogénicos del
fragmento rPOMP90-4 de Chlamydia abortus

Con un total de 62 residuos que conforman la
secuencia de aminodcidos del fragmento rPOMP90-4,
la secuencia conservada al 100% predijo un epitopo de
12 aminodcidos. “BepiPred 2.0” evalud cada residuo
de la secuencia proteinica; el cual, determiné un
resultado similar al predicho por “Immune Epitope
Database™; con la diferencia de que este programa
excluyd un aminoacido al inicio del epitopo predicho
en comparacion al primero (Figura 5). De igual forma,
realizamos la prediccion de epitopos discontinuos y
estructuras 3D de dicho fragmento. Ademas, las
estructuras  tridimensionales de los epitopos
discontinuos demuestran que éstos se encuentran
expuestos en la superficie de la estructura de todo el
fragmento rPOMP90-4 (Figura 6). “BepiPred 2.0”
evalué cada residuo de la secuencia proteinica, este
programa determind un resultado similar al predicho
por “Immune Epitope Database”; con la diferencia de
gue este programa excluy6 un aminodcido al inicio del
epitopo predicho en comparacion al primero.

DISCUSION

El presente trabajo determina la presencia in silico de
epitopes con potencial inmunogénico en dos
fragmentos de la proteina PMP17G de un aislado de C.
abortus obtenido en rebafios ovinos en el Estado de
México. Los resultados obtenidos en este estudio
demostraron la presencia de epitopes con potencial
inmunogénico en los dos fragmentos analizados
rPOMP90-3 y rPOMP90-4.

La capacidad de predecir epitopos solo a partir de
secuencias de antigenos es una tarea compleja y a pesar
del esfuerzo sustancial por innovar y actualizar los
algoritmos matematicos en los cuales se basan estos
programas, se ha logrado un avance limitado durante
la dltima década en la precision de los métodos de
prediccion de epitopos, especialmente para aquellos
gue se basan Unicamente en la secuencia del antigeno
(Jespersen et al., 2017).
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Predictions: The protein sequence displayed with orange gradient, illustrating BepiPred-2.0 predictions
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Name Sequence Markup
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Predictions: STSKGGATYADKLTIVSGGPTLFSENSVSNGSSPKGRAISIKDSSGECSLTADLGDITFDGN
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Figura 5. Epitopo predicho (una secuencia) por el programa “BepiPred 2.0” en la secuencia correspondiente al

fragmento rPOMP90-4 (enmarcado en rojo).

Figura 6. Estructuras tridimensionales predichas en el fragmento rPOMP90-4 de Chlamydia abortus. Representacion
gréfica tedrica de la estructura de los 3 epitopos discontinuos. A) 8 residuos, B) 12 residuos y C) 7 residuos, estructura
conformacional y exposicidn en la superficie de esta.

Aunque en la mayoria de los casos este tipo de
herramientas se han empleado para el desarrollo de
vacunas recombinantes (Soria-Guerra et al., 2015;
Aguilar-Montes de Oca et al., 2022); en el presente
estudio y otros realizados previamente, se ha
demostrado que estos también pueden emplearse para
el desarrollo de pruebas de serodiagndstico, debido a
la naturaleza de las mismas; por lo cual, es posible
emplearlas para dicho fin como ya se ha llevado a cabo
en el caso de C. suis (De Puysseleyr et al., 2018).

A pesar de que el empleo de estas herramientas tiene
muchas ventajas y optimizan los tiempos de trabajo en
el laboratorio, es importante recalcar que, al igual que
para el desarrollo de vacunas recombinantes, todas las
herramientas bioinformaticas disponibles actualmente
proporcionan una lista completa de epitopos para
disefiar pruebas de serodiagnéstico. Sin embargo, esta

solo es la etapa inicial del proceso ya que, una vez
predichos los epitopes en la secuencia diana, se deben
evaluar cuales péptidos seran los mas adecuados para
las subsecuentes evaluaciones. Actualmente la
evaluacion de péptidos sigue siendo un desafio, debido
a que implementar el proceso de validacién requiere de
tiempos importantes (Soria-Guerra et al., 2015) y el
cotejo con pruebas acreditadas como Gptimas para el
diagnostico del AEO por la WOAH (WOAH, 2018).

Trabajos previos, muestran que los estudios in silico
son mas rapido y eficientes que los empleados de
manera habitual y ha contribuido dentro del desarrollo
del presente trabajo de investigacion optimizando los
tiempos, evitando el proceso de produccion de los
fragmentos recombinantes; ya que, una vez
identificados los péptidos especificos dentro de la
secuencias de ambos fragmentos, existen empresas
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dentro de la rama que se dedican a la sintesis de los
mismos para que puedan emplearse de forma
practicamente inmediata una vez sintetizados.

Las secuencias conservadas en su totalidad en las
secuencias de nucleétidos y las de aminodcidos de
ambos fragmentos, se procedio a realizar el mapeo de
ambas secuencias; se determind para el fragmento
rPOMP90-3 un total de ocho epitopes y para el
fragmento rPOMP90-4 un solo epitope de un tamafio
de doce residuos. Un estudio que desarrollé6 una
ELISA recombinante emple6 el mapeo de la secuencia
completa de la proteina PmpC (2140 aa) de C. suis y
detect6 un total de 9 epitopes de diferentes tamafios,
detectado al final un residuo de nueve aa dptimo para
el diagnostico especifico de este patdgeno; ya que, la
ELISA rPmpC detectdé todos los sueros de control
positivo y contrastd con la técnica de fijacion del
complemento (CFT) y conté con un 100% de
especificidad contra C. suis. Es importante resaltar
estos resultados porque las secuencias completas de
epitopes predichos por los programas pueden ser 0 no
Optimos en su totalidad como se observd en dicho
estudio (De Puysseleyr et al., 2018) y esto se vera
reflejado hasta que se pueda realizar la evaluacion y
validacion de los epitopes predichos en el presente
estudio. Hay que considerar que en cuanto al
fragmento rPOMP90-3 se mostr6 un epitopo adicional
prediccion con Immune Epitope Database (nueve) y
con BepiPred 2.0 (ocho) con ambos programas, siendo
solamente dos de los ocho predichos iguales para los
dos programas, por lo cual debemos de ser prudentes
al momento de elegir con cual se decidiria trabajar en
el futuro (Jespersen et al., 2017).

El mapeo de secuencias de proteinas enfocado en la
proteina de la membrana externa PorB de C.
trachomatis para el desarrollo de una vacuna contra
este patdgeno que afecta al humano, determiné
caracteristicas fisicoquimicas, la estructura secundaria,
3D y la prediccién del sitio funcional (epitopes
inmunogénicos) (Pourhajibagher y Bahador, 2016).
Por esto, se destaca el empleo reciente de este tipo de
modelos in silico para la prediccion de epitopes que
pudieran servir para el desarrollo de diferentes pruebas
0 inmundgenos contra las bacterias de este género y lo
mas importante es que puedan ser lo suficientemente
sensibles y especificas para un diagndstico adecuado y
preciso. En, el caso de C. abortus seria deseable poder
diferenciar esta especie entre otras dos especies que
afectan a los pequefios rumiantes como causantes de
abortos: C. pecorum y C. psittaci (Osman et al., 2011;
Rodolakis y Laroucau, 2015; Walker et al., 2015).

Ademas de servir para la prediccion y mapeo de
secuencias de proteinas, también se puede determinar
la estructura conformacional de las proteinas y
observar de manera tedrica la ubicacion del epitopo de
interés (Jespersen et al., 2017). El presente estudio
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mostré una representacion grafica de las estructuras
conformacionales 3D (epitopes discontinuos) de cada
uno de los epitopes predichos por este programa (Vita
et al., 2019), existen dos tipos de epitopes, lineales y
discontinuos. Al no ser 100% lineales debemos darnos
una idea de la ubicacién de estos epitopes y si en
realidad se encuentran expuestos en la estructura 3D
(Vita et al., 2019); ya que, las proteinas estan en su
forma natural en esta conformacion y con la ayuda de
estos programas, tenemos la posibilidad de predecir
estas estructuras a partir de secuencias lineales (Ansari
y Raghava, 2010; Jespersen et al., 2017); ademas, la
prediccion discontinua de epitopes de células B
requiere de la visualizacion de una estructura 3D del
antigeno (Soria-Guerra et al., 2015).

CONCLUSIONES

La proteina de la membrana polimoérfica es una
alternativa viable para el desarrollo de pruebas
seroldgicas especificas contra C. abortus. La
prediccion in silico de epitopos inmunogénicos
optimiza tiempos y costos de inversion para el
desarrollo de pruebas de serodiagnéstico. Se lograron
identificar diferentes epitopos inmunogeénicos en las
secuencias de los fragmentos rPOMP90-3 vy
rPOMP90-4, los cuales resultaron ser especificos para
la especie C. abortus. Las  estructuras
conformacionales de los epitopos predichos
demuestran su exposicion en la superficie lo que hace
posible su reconocimiento por los anticuerpos contra
las mismas.
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