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RESUMEN:  

Anaplasma marginale es una rickettsia intraeritrocitica obligada que infecta a los 

bovinos de regiones tropicales y subtropicales, es el agente causal de la 

anaplasmosis bovina responsable de importantes perdidas económicas. La 

vacunación es uno de los métodos efectivos de control contra enfermedades 

infecciosas, pero esta medida no ha cumplido su potencial contra la 

anaplasmosis por la diversidad genética que presenta este microorganismo. Con 

el fin de diseñar inmunógenos eficientes, se realizan esfuerzos por identificar y 

ubicar antígenos conservados en aislados de diferentes regiones geográficas. 

Proteínas homólogas al Sistema de Secreción Tipo IV reportadas en otras 

bacterias Gram negativas que  han sido identificadas en A. marginale y, dentro 

de estas, se encuentra la proteína VirB9 con capacidad antigénica. El objetivo 

del trabajo fue determinar la localización de la proteína VirB9 en la membrana de 

A. marginale de origen mexicano, mediante análisis in silico y ensayos 

biológicos. La proteína fue clonada y secuenciada a partir de ADN genómico de 

tres aislados de A. marginale de diferentes regiones geográficas de México; las 

secuencias de aminoácidos mostraron 100% de identidad con aislados de A. 

marginale de EEUU, Puerto Rico y Brasil. En las secuencias, se identificaron 

epítopos tipo B que fueron sintetizados de forma comercial; en forma paralela el 

gen de la proteína VirB9 fue expresado con paquetes comerciales; los péptidos y 

proteína recombinante se utilizaron para la producción de anticuerpos 

específicos en conejos y por medio de inmunoflorescencia en cuerpos iniciales 

vivos se identificó la proteína. El análisis in silico indica que VirB9 no se 

encuentra anclada a la membrana del A. marginale y que posiblemente se 

encuentra asociada a otras proteínas que conforman el sistema homologo de 

secreción tipo IV; respecto a la función de esta proteína, se encontró que posee 

un dominio CagX y se presupone que es una proteína de transferencia conyugal. 

El resultado de los ensayos biológicos indica que VirB9 está expuesta en la 

superficie externa de la membrana, estas características fortalecen el postulado 

de la utilización de rVirB9 como agente vacunal. 

Palabras clave: Anaplasma marginale, Anaplasmosis bovina, Proteína VirB9 
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ABSTRACT 

Anaplasma marginale is an obligate intraerythrocytic bacteria that infects cattle 

mainly in tropical and subtropical regions. A. marginale is the causative agent of 

bovine anaplasmosis and responsible for significant economic losses in the 

livestock industry worldwide. Vaccination is one of the most effective methods of 

control for Anaplasmosis, but this measure has not fulfilled its potential due to 

wide genetic diversity presented by this organism. Efforts to identify and 

characterize antigens conserved in isolates from different geographical regions 

are oriented to discover efficient immungens. Proteins homologous to Type IV 

Secretion System (SSTIV) reported in other Gram-negative bacteria have been 

identified in A. marginale and, within these, the antigenic VirB9 protein. The aim 

of this study was to characterize VirB9 from Mexican isolates of A. marginale by 

in silico analysis and biological assays. The protein was cloned and sequenced 

from genomic DNA of three isolates from different geographical regions of 

Mexico. The amino acid sequences obtained showed 100% identity with isolates 

of U.S., Puerto Rico and Brazil. Type B epitopes were identified on these 

sequences and synthesized on a commercial basis, in parallel rVirB9 protein was 

expressed by commercial packages, peptides and recombinant protein were 

used for the production of anti-VirB9 polyclonal antibodies in rabbits and by 

immunofluorescence using a live initial bodies was identified protein. In silico 

analysis also indicates that VirB9 is not anchored to the membrane of the 

organism and is possibly associated with other proteins that make up the type IV 

secretion counterpart, regarding the role of this protein was found to have a 

domain CagX so is presumed to be a conjugal transfer protein, the result of 

biological analysis reveals that this protein is exposed on the outer surface of the 

membrane, These features strengthen the premise of using rVirB9 as vaccine 

agent. 

Key words: Anaplasma marginale, Bovine anaplasmosis, Protein VirB9.  

 



 VI 

 

 

 

 

 

 

Este trabajo de tesis fue realizado en la Unidad de Anaplasmosis del Centro 

Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Parasitolog a Veterinaria del 

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales   gr colas y Pecuarias, en 

Jiutepec, Morelos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 VII 

ÍNDICE  

  Página 

1 Introducción 1 

2 Marco teórico 3 

2.1 Definición de la enfermedad 3 

2.2 Taxonomía 4 

2.3 Ciclo de vida  5 

2.4 Diagnostico 6 

2.5 Importancia económica 7 

2.6 Distribución de la enfermedad 8 

2.7 Genoma 9 

2.8 Caracterización de aislados 11 

2.9 Proteínas de superficie 12 

2.10 Nuevas proteínas relevantes 13 

2.11 Sistemas de secreción 13 

2.11.1 Sistema de secreción tipo I 14 

2.11.2 Sistema de secreción tipo II 14 

2.11.3 Sistema de secreción tipo III 15 

2.11.4 Sistema de secreción tipo IV 15 

2.11.5 Sistema de secreción tipo V 17 



 VIII 

2.11.6 Sistema de secreción tipo VI 18 

2.12 Sistema homólogo de secreción tipo IV en A. marginale  18 

2.13 Mecanismos inmunológicos 19 

3 Hipótesis  22 

4 Objetivo general 22 

5 Objetivos particulares 22 

6 Metodología 23 

7 Resultados 33 

8 Discusión y conclusiones  58 

9 Referencias bibliográficas 62 

10 Anexos 76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 IX 

 

ÍNDICE DE CUADROS  

  Página 

1 Características generales del genoma de A. marginale.  11 

2 Análisis de iniciadores. 33 

3 Epítopos seleccionados. 42 

4 Microorganismos relacionados que poseen un dominio 

CagX.  
46 

5 Similitud de VirB9 de A. marginale y otros 

microorganismos. 
46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 X 

 

 

ÍNDICE DE FIGURAS  

  Página 

1 Eritrocitos infectados de A. marginale 3 

2 Ciclo biológico del A. marginale  5 

3 Distribución anaplasmosis en México  8 

4 Mapa genético del A. marginale 10 

5 Sistema de secreción tipo IV en Agrobacterium 

tumefaciens 
17 

6 Electroforesis producto PCR VirB9 34 

7 Alineación de nucleótidos VirB9 aislados mexicanos 35 

8 Alineación de nucleótidos VirB9 aislados mexicanos y 

aislados PR1 y St Maries 
36 

9 Marco abierto de lectura   37 

10 Frecuencia de aminoácidos  38 

11 Identificación de intrones 38 

12 Identificación de un péptido señal  39 

13 Alineación de la secuencias de aminoácidos de VirB9 

aislados mexicanos, PR1, Brasil y Florida, St Maries 

EEUU.  

39 

14 Predicción de estructura secundaria  40 

  



 XI 

  Página 

15 Predicción de hidrofobicidad y dominios 

transmembranales 
41 

16 Predicción de hélices transmembranales 42 

17 Predicción de epitopos 43 

18 Análisis BLAST de epitopos 44 

19 Identificación de dominios  45 

20 Árbol filogenético 47 

21 Cinética de expresión VirB9  48 

22 Western-Blot cinética de expresión VirB9 49 

23 Cinética de expresión vector sin inserto  50 

24 Western-Blot cinética de expresión vector sin inserto 50 

25 Solubilidad de la proteína rVirB9 51 

26 Electroforesis de la purificación de la proteína rVirB9 52 

27 Westrern-Blot de la purificación de la proteína rVirB9  

28 Inmunoflorescencia Indirecta 54 

29 Reconocimiento de rVirB9 por anticuerpos de bovino 

inmune 
55 

30 Reconocimiento de rVirB9 por anticuerpos de conejos 

anti rVirB9 
55 

31 Localización celular de la proteína VirB9 57 



 XII 

ABREVIATURAS 

LB Luria Bertani kDa Kilodaltones 

PCR Reacción en cadena de la 
polimerasa nm nanómetros 

G Gramos DO Densidad óptica 

Min Minuto CI Cuerpos Iniciales 

rpm Revoluciones por minuto EDTA  cido etilen-diamino-tetra-
ac tico 

xg Gravedades FITC Isotiocianato de fluoresce na 

pb Pares de bases SDS Duodecil sulfato de sodio 

aa Aminoácidos TEMED Tetrametilen-etilen-diamina 

μl Microlitro IPTG Isopropil β-D-Tiogalactósido 

μg Microgramo PBS Solución amortiguadora de 
fosfatos 

mg Miligramo X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-ß-D-
galactopiranósido 

ml Mililitro ELISA Inmunoensayo enzimático 

ADN Ácido desoxiribonucleico µm micrómetro 

° C Grados centígrados SSTIV Sistema de secreción tipo IV 

pH Potencial de Hidrógeno CFDA se Éster succinimidil diacetato 
de carboxi-fluoresceína  

 



 1 

1. INTRODUCCIÓN  

 

La anaplasmosis bovina es una enfermedad infecciosa no contagiosa de 

distribución mundial que causa considerables pérdidas económicas en los 

países en vías de desarrollo, especialmente en regiones tropicales y 

subtropicales (Ristic 1960, Rodríguez et al., 2000). Anaplasma marginale, el 

agente causal, está presente en México, con una alta incidencia y es de reporte 

obligatorio (Osorno y Ristic, 1977, Rodríguez et al., 2009, DOF, 2007). Esta 

rickettsia es transmitida por garrapatas e infecta los eritrocitos de los animales 

susceptibles, donde se multiplica durante los siguientes 15 a 45 días; en algunos 

animales este periodo puede extenderse a mayor número de días (Ristic 1960). 

La enfermedad puede presentarse en forma aguda con signos de anemia, 

pérdidas de peso, fiebre, abortos en el último tercio de gestación y puede 

ocasionar la muerte en muchos casos (Rodríguez et al., 2003). La enfermedad 

es causada por A. marginale, que es la especie más patógena comparada con 

A. marginale subsp. centrale la cual es exótica en México. (Osorno et al., 1997). 

La vacunación representa la mejor opción para el control de esta enfermedad, y 

aunque actualmente existen vacunas inactivadas y atenuadas, estas presentan 

riesgos que limitan su efectividad (Rodríguez et al., 2009). Una de las 

limitaciones de las vacunas inactivadas está dada por la amplia diversidad 

antigénica que presentan aislados de regiones geográficas distantes (de la 

Fuente et al., 2009; Jiménez et al., 2008). La búsqueda de antígenos 

conservados en aislados de las diferentes regiones geográficas donde se 

presenta la enfermedad, ha dado lugar a la utilización de nuevos avances 

tecnológicos, los cuales han generado el descubrimiento de nuevas proteínas de 

A. marginale. Estas nuevas proteínas necesitan ser estudiadas con el propósito 

de desarrollar un inmunógeno eficaz para controlar las infecciones de la 

enfermedad y disminuir las perdidas económicas. Un grupo de proteínas en 

estudio dentro de bacterias Gram negativas, son las del Sistema de Secreción 

Tipo IV (SSTIV) homólogo entre las que se encuentra la proteína VirB9 la cual 
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ha mostrado tener capacidad antigénica (Barigye et al., 2004; López et al., 2007 

y Vidotto et al., 2008). El objetivo de la presente investigación fue ubicar la 

proteína VirB9 en aislados mexicanos de A. marginale, mediante análisis in silico 

y ensayos biológicos. 
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Definición de la Enfermedad  

Anaplasma marginale fue descrito por primera en América del Norte en 1893 por 

Smith y Kilborne, y posteriormente en Sudáfrica en el año de 1910 Arnold Theiler 

diferenció la anaplasmosis de la babesiosis, observando puntos marginales en 

los eritrocitos de bovinos y designó a este microorganismo como el agente 

causal de la anaplasmosis (Figura 1) y posteriormente describió la subespecie A 

centrale la cual parecía ser menos patógena (Smith y Kilborne 1893; Theiler, A. 

1910; Theiler, A. 1911; Palmer 2009). A marginale pertenece al genogrupo II de 

las Ehrlichias en el orden Rickettsiales y a la familia Anaplasmataceae (Dumler 

et al., 2001). La forma de la rickettsia es alargada, esférica o cocoide ovalada de 

0.2 a 1.0 m de diámetro (Ristic y Kreir, 1984).  

Esta bacteria se cree que es transmitida en forma biológica por garrapatas de 

varios géneros de la familia Ixodidae (Rodríguez-Vivas et al., 2005) y puede ser 

propagada de forma iatrogénica (Zaugg et al., 1986; Palmer et al., 2000). La 

Figura 1. Eritrocitos infectados con A. marginale (A) cuerpos de inclusión (Puntas de 
flecha) se encuentran localizados en la periferia del eritrocito en un frotis de sangre 
teñida con Giemsa (Imagen A Laboratorio de Anaplasmosis CENID-PAVET, INIFAP). 
(B) Micrografía electrónica de un cuerpo de inclusión de A. marginale que contiene 
tres organismos. Barra (B) 0.5 m (Imagen B Tomado de Kocan et al., 2003).  
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anaplasmosis se caracteriza por que los animales sufren de anemia severa, 

fiebre, ictericia, anorexia, pérdida de peso corporal y baja en la producción 

láctea, abortos en el último tercio de la gestación y la muerte de los animales no 

tratados a tiempo. El diagnóstico de la enfermedad puede ser directo o indirecto. 

El diagnóstico diferencial en el ganado bovino se debe realizar contra 

babesiosis, leptospirosis, hemoglobinuria bacilar e intoxicaciones por cobre, col, 

nabo y helecho macho (Blood y Radostits 1992; Corona et al., 2004). 

2.2 Taxonomía 

Anaplasma marginale ha tenido diversas clasificaciones a lo largo del tiempo por 

ser la primera rickettsia en ser identificada, se le consideró equivocadamente 

como virus y como parasito protozoario hasta la séptima edición del manual de 

Bergey 1957 (Brayton et al., 2009), recientemente debido a un trabajo de Dumler 

y colaboradores (2001) se ha unificado la nomenclatura de A. marginale y 

bacterias relacionadas. 

 (Reino) Bacteria  

  (Filo) Proteobacteria  

   (Clase) Alfa-proteobacteria  

    (Orden) Rickettsiales  

     (Familia) Anaplasmataceae  

      (Genero) Anaplasma  

(Especie tipo) A. marginale    

A. marginale ss centrale 

A. bovis 

A. ovis 

A. phagocytophilum 

A. platys 

A. equi 
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2.3 Ciclo de vida y transmisión  

La transmisión de esta bacteria se lleva a cabo por medio de vectores biológicos 

o mecánicos, todos los bovinos pueden ser susceptibles aunque el ganado Bos 

indicus presenta mayor resistencia a la infestación por garrapatas en 

comparación con el ganado Bos taurus (Otim et al., 1980; Parker et al., 1984). 

Cuando una garrapata se alimenta de eritrocitos infectados de un animal 

portador de la rickettsia (Figura 2), los cuerpos iniciales de la bacteria viajan 

hacia el intestino medio de la garrapata donde tienen un primer ciclo de 

replicación y de aquí viaja a otros tejidos como la glándula salival donde tienen 

varios ciclos de replicación (Kocan et al., 1996; Palmer et al., 1999).  

 

La garrapata infectada es un vector que al alimentarse en otros bovinos inocula 

la rickettsia en el sistema circulatorio donde los cuerpos iniciales penetrarían a 

las células endoteliales (Carreño et al., 2007) y eritrocitos por medio de la 

Figura 2. Ciclo de vida del Anaplasma marginale (Modificado de Rodríguez et al., 2009) 
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invaginación de la membrana citoplasmática sin que ocurra lisis celular. En una 

vacuola los cuerpos iniciales se multiplican por fisión binaria y en casos agudos 

de la enfermedad, los cuerpos de inclusión pueden llegar a ser numerosos 

(Ristic, 1980). 

La transmisión del A. marginale puede ser de diversas formas: a) Mecánica, b) 

Biológica y c) Transplacentaria.  

a) Transmisión mecánica. De manera iatrogénica por instrumentos de manejo, 

como agujas, aretadores, narigones, sierras o navajas para el descorne o 

material quirúrgico contaminado, también por insectos hematófagos de los 

géneros Tabanus, Stomoxis, Hematobia y varios géneros de mosquitos (Ewing 

1981; Scoles et al., 2008). 

b) Transmisión biológica. Mediante garrapatas de géneros Boophilus, 

Dermacentor y Riphicephalus spp (Potgieter et al., 1983, Zaugg et al., 1986; 

Rodríguez – Vivas et al., 2005; Scoles et al., 2007). 

c) Transmisión transplacentaria. Se han documentado casos de transmisión 

transplacentaria (vaca-producto) por lo que se estima que esta forma de 

transmisión podría influir de manera importante en la conservación de la 

rickettsia en la naturaleza y en los hatos libres de garrapatas (Potgieter et al., 

1987, Salabarria y Pino, 1988; Bock et al., 2003; Goncalves Ruiz et al., 2005) 

2.4 Diagnóstico  

El diagnóstico de la enfermedad puede llevarse a cabo por métodos directos por 

la observación de la rickettsia al microscopio en frotis de sangre completa 

infectada y coloreada por diversos métodos de tinción incluyendo Giemsa, 

Wright o Azul de metileno (Rodríguez et al., 1996). Otros métodos directos 

incluyen el uso de naranja de acridina y la observación al microscopio por medio 

de técnicas de fluorescencia directa, así como la amplificación de ADN del 

agente causal por la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

(Aboytes, 1992; Torioni et al., 1998; Figueroa et al., 1993). Existen también 
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métodos indirectos que se basan en la detección de anticuerpos específicos en 

suero de animales sospechosos, lo cual ayuda en la confirmación del 

diagnóstico. Las técnicas más comunes incluyen: la fijación del complemento, 

Inmunofluorescencia indirecta y el Ensayo inmunoenzimático (ELISA) (Tello et 

al., 1986; González et al., 1978; Goff et al., 1985; Torioni de Echaide y col., 

1998).  

2.5 Importancia económica  

A nivel mundial las enfermedades transmitidas por garrapatas son un problema 

para la producción ganadera (Jongejan y Uilenberg 2004; Jonnson et al., 2008). 

Dentro de estas enfermedades la anaplasmosis bovina es considerada como 

una enfermedad de alta prevalencia, que causa pérdidas económicas, 

restricciones comerciales y en México es consideraba una enfermedad de 

reporte obligatorio (OIE, 2008, DOF, 2008); debido al curso de la enfermedad se 

registran pérdidas en la producción, por decremento en el peso, disminución en 

la producción de leche, abortos y muerte de animales, aunado a esto se suma el 

pago de servicios a profesionales en medicina veterinaria y los costos por el 

tratamiento de los animales. En 1999 se responsabilizó a esta enfermedad por la 

mortalidad del 26% del ganado dentro de los programas de mejoramiento 

genético en México (Rodríguez et al., 1999). En 1973 en los Estados Unidos, la 

Asociación Nacional Ganadera calculó las pérdidas anuales en 1,000 millones 

de dólares; en 1976 en el estado de California estimó pérdidas de 300 millones 

de dólares, en Texas durante 1982 informaron de pérdidas por 97,984 dólares 

(Wagner et al., 1991) En Cuba, durante los primeros años de la década de 1990, 

la anaplasmosis bovina se presentaba como una de las primeras causas de 

mortalidad en el ganado adulto; en 1993 se registraron pérdidas superior a los 

dos millones de dólares, de acuerdo con datos de la Dirección de Medicina 

Veterinaria de Cuba (Corona et al., 2004). Aunque el costo económico mundial 

de la enfermedad esta subestimado debido a que rara vez se confirma el 

diagnóstico y la enfermedad se presenta conjuntamente con otros 

microorganismos (Brayton et al., 2009) Debido a esto la anaplasmosis 
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representa un obstáculo para la competitividad y el desarrollo de la ganadería en 

regiones donde se presenta de forma endémica, los factores ambientales 

favorables como temperatura y humedad hacen que se presente la proliferación 

de vectores incrementando la incidencia de la enfermedad.  

2.6 Distribución de la enfermedad 

La anaplasmosis bovina es una enfermedad de distribución mundial con mayor 

presencia en regiones tropicales y subtropicales. En México la enfermedad es 

endémica y está distribuida con variaciones que dependen de los factores 

climáticos como temperatura y humedad (Figura 3). En una gran parte de la 

región norte del país la prevalencia de la enfermedad es menor al 10%, estos 

estados son: Baja California Norte, Sonora, Chihuahua, Durango, Coahuila, 

Nuevo León, Zacatecas y San Luis Potosí. Los Estados de Baja California Sur, 

Jalisco, Aguascalientes, Colima, Michoacán, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, 

Figura 3. Distribución de la anaplasmosis bovina en México y proporción de ganado en 
relación con endemicidad. La zona de color naranja se incluye en el área blanca para fines de 
endemicidad y está marcada únicamente para señalar nuevos brotes en los Estados de 
Chihuahua, Nuevo León y Coahuila (Modificado de Rodríguez et al., 2009).  
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Estado de México, Morelos, Puebla, Tlaxcala, Guerrero y Oaxaca tienen una 

prevalencia entre el 10 y el 50%. En la zona costera del pacífico comprendiendo 

Sinaloa, Nayarit y la zona costera del Golfo integrada por Tamaulipas, Veracruz, 

Tabasco, Campeche, Yucatán, Quintana Roo y Chiapas, tienen una prevalencia 

mayor al 50% (Osorno y Ristic 1977; Ocampo et al., 2006). 

2.7 Genoma 

El primer reporte de secuenciación del genoma completo de A. marginale fue 

publicado por Brayton y col. (2005) utilizando la cepa St Maries (Figura 4); el 

genoma en este aislado consiste de 1,197,687 pares de bases (pb); asimismo, 

se reportó la cantidad de G + C que fue de 49.8%.   
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Actualmente se encuentran también en el banco de genes los genomas de las 

cepas Mississippi, Florida, Virginia y Puerto Rico (NCBI 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). A. marginale es la especie tipo y 

recientemente se han incluido en la familia Anaplasmataceae al agente de la 

ehrlichiosis granulocítica en humanos, Anaplasma (Ehrlichia) phagocythopilum, 

Anaplasma (Ehrlichia) equi, Anaplasma (Ehrlichia) bovis y Anaplasma (Ehrlichia) 

platys además de comprender a A. centrale y A. ovis (Dumler et al., 2001). 

 

 

Figura 4. Mapa genético de A. marginale. El circulo interior representa la proporción GC (G-
C/G+C). El segundo y tercer círculo muestran la posición y la orientación de los genes RNAr 
(flechas naranja y RNAt (flechas moradas). El cuarto y quinto círculo muestran las posiciones de 
las secuencias codificantes predichas en su orientación hacía adelante (rojo) y de reversa (verde) 
el sexto círculo muestra la posición de los BACs (Bacterial Artificial Chromosome) (BACs 
completos en azul y rosa; parciales en amarillo) y en verde fragmentos de PRC que han sido 
secuenciados. El séptimo círculo muestra las posiciones de las superfamilias genéticas msp1 
(azul) y msp2 (café). (Obtenido de Brayton et al., 2009).  
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2.8 Caracterización de aislados 

Diferentes aislados de A. marginale han sido caracterizados alrededor del 

mundo de acuerdo a su morfología, secuencias proteicas, características 

antigénicas y su habilidad para infectar y ser transmitidas por garrapatas (Scoles 

et al., 2007; Galleti et al., 2009; Ueti et al., 2007). A. marginale es un organismo 

que utiliza la variación genética como método de evasión inmunitaria, lo que 

dificulta su control por medio de vacunas (Futse et al., 2005; Palmer et al., 2000). 

Aún cuando la inmunoprofilaxis es la forma idónea de control para esta 

enfermedad no existen vacunas inactivadas efectivas. Por otro lado, algunos 

países usan cepas de A. marginale de baja virulencia en forma rutinaria, aunque 

esto conlleva el riesgo de transmisión de otros patógenos de la sangre (Bock et 

Cuadro 1. Características generales del genoma de A. marginale 

Tamaño del genoma 1,197,687 pb 

G + C 49% 

Codificación de proteínas (%) 86% 

Asignación funcional  567 

Asignación familiar conservada 107 

Conservadas hipotéticamente 126 

Hipotéticos  151 

Pseudogenes funcionales  16 

Dominios truncados  8 

Densidad de genes  0.79 

Longitud media de los genes  1077 

ARN Ribosomal  3 

ARN transferencia 37 

Modificado de Brayton et al., 2005.  
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al., 2003; Maas, 2007); en México sin embargo, el Instituto Nacional de 

Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) ha validado a nivel 

de campo vacunas locales inactivadas y una vacuna atenuada que se han usado 

en bovinos de los estados de Veracruz, Colima y Tamaulipas (Orozco Vega et 

al., 2007; Rodríguez et al., 2008; Rodríguez et al., 2009). 

2.9 Proteínas de Superficie  

Dentro de los primeros estudios de antígenos inmunorelevantes de la rickettsia 

se han caracterizaron seis prote nas de la superficie llamadas “Prote nas 

Principales de Superficie” (MSP  por sus siglas en ingl s) con diferentes pesos 

moleculares (PM); MSP1a de 105 kDa, MSP4 de 31kDa y MSP-5 de 19kDa, las 

cuales están codificadas por un sólo gen cada una; en contraste, MSP1b de 

105kDa, MSP2 de 36kDa, MSP3 de 86kDa son codificadas por familias 

multigénicas (Palmer et al., 1984, de la Fuente et al., 2003; Brayton et al., 2005). 

Dichas proteínas han sido evaluadas por su inmunogenicidad para vacunas, o 

diagnóstico y determinación de relaciones filogenéticas (Vidotto et al., 1994; 

Palmer y McElwain 1995; Torioni et al., 1998). Los trabajos filogenéticos de 

diferentes aislados se han centrado principalmente en el complejo MSP1 

(MSP1a y MSP1b) y MSP4, mientras que se ha encontrado una amplia 

diversidad para MSP1a, que se podría explicar en sentido de la presión ejercida 

por el sistema inmune y movimiento del ganado (Kocan et al., 2008). MSP2 y 

MSP3 se encuentran codificados por dos familias multigénicas muy grandes y 

polimórficas (Palmer et al., 1986). La secuencia de MSP2 presenta una 

composición antigénica que varía en cada ciclo de rickettsemia en el ganado de 

forma programada (Palmer et al., 2009) y al azar en las garrapatas 

persistentemente infectadas (Rurangirwa et al., 1999; De la Fuente et al., 2001; 

Löhr et al., 2002). MSP2 se encuentra codificada en un locus policistrónico, 

MSP3 al igual que MSP2, varía en sus propiedades antigénicas y su estructura 

entre aislados de diferente región geográfica (Barbet et al., 2000, Brayton et al., 

2001). MSP4 es codificada por gen único, presenta una mínima diversidad en 

aislados mexicanos; finalmente, MSP5 presenta un epítopo tipo B 
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conformacional altamente inmunogénico (Munodzana et al., 1998) y es muy 

conservada en los  aislados hasta la fecha analizados (Strick et al., 2007); y es 

ampliamente utilizada con fines diagnósticos por medio de la prueba de ELISA 

competitiva (Torioni-Echaide et al., 1998; Almazán et al., 2008, Jiménez et al., 

2008,).  

2.10 Nuevas proteínas relevantes 

A pesar de varios estudios realizados en la caracterización de las proteínas 

antes mencionadas, es probable que existan más de 6 proteínas en la superficie 

de la membrana de la rickettsia. Estudios preliminares usando electroforesis de 

dos dimensiones e inmunoblot mostraron proteínas de diferentes pesos 

moleculares que son reconocidas por IgG2 en animales vacunados y protegidos 

contra la anaplasmosis (Riding et al., 2003, Hope et al., 2003; Barigye et al., 

2004). Actualmente, basados en la secuencia del genoma de la rickettsia los 

estudios se enfocan en los mecanismos participantes y en los antígenos 

asociados a la inmunidad inducida y se han identificado gran cantidad de 

proteínas no reportadas, incluyendo proteínas de translocación y algunas 

homologas del Sistema de Secreción Tipo IV (SSTIV) (López et al., 2007; Araujo 

et al., 2008; Sutten et al., 2010).  

2.11 Sistemas de secreción 

Muchas especies bacterianas utilizan sistemas especializados para la 

transferencia y secreción de macromoléculas a través de las membranas, estos 

sistemas de secreción se agrupan en seis grandes grupos llamados tipo I, II, III, 

IV, V, y VI (Juhas et al., 2008). Las bacterias secretan o translocan una gran 

cantidad de proteínas a la membrana celular y al medio exterior incluyendo 

resistencia a antibióticos o metales pesados, toxinas, adhesinas y enzimas, 

muchas de estas sustancias secretadas son necesarias para mantener el ciclo 

de vida bacteriano (Rances et al., 2009). Específicamente, las bacterias Gram-

negativas han evolucionado con múltiples estrategias para transportar proteínas 

a través de la membrana, cada estrategia incluye diferentes complejos 
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moleculares especializados conocidos como sistemas de secreción y se han 

clasificado en Sec-dependientes y Sec-independientes; las primeras utilizan una 

secuencia señal en el extremo amino terminal usualmente de 20-25 aminoácidos 

y las Sec-independientes traslocan desde el citosol al exterior celular sin 

intermediarios. Las proteínas atraviesan las barreras lipídicas, membrana interna 

y membrana externa, separadas por el espacio periplásmico y el peptidoglicano 

(Pei et al., 2008; Filloux, 2009). 

2.11.1 Sistema de secreción tipo I 

Es un sistema Sec-independiente para la translocación, es decir se trata de un 

sistema de un sólo paso, no hay intermediarios en el periplasma, está constituido 

de tres componentes, un canal en la membrana externa denominado PME 

(proteína de membrana externa), un transportador   C (de sus siglas en ingl s 

 TP  inding cassette) en la mem rana interna (MI) y una prote na peripl s mica 

que tam i n  est  anclada a la MI y que se denomina PF (prote na de fusi n). El 

prototipo para ejemplificar este sistema es la secreci n  de la toxina α-hemolisina, 

toxina que se produce principalmente en cepas de E. coli que causan 

infecciones del tracto urinario (E. coli uropat gena)  y es un factor de virulencia 

importante de ido a su actividad citol tica y citot xica (Holland et al., 2005). 

2.11.2 Sistema de secreción tipo II 

Este sistema es el responsa le de secretar una gran cantidad de enzimas 

hidrol ticas y toxinas  como por ejemplo la toxina del c lera. Esta v a tam i n  es 

conocida como sistema general de secreci n. Ocurre en dos etapas  primero  la 

maquinaria Sec transloca el sustrato con el p ptido l der a trav s de la 

mem rana plasm t ica  por lo que este sistema es una v a Sec-dependiente. El 

p ptido es generalmente una secuencia corta de aproximadamente 30 

amino cidos  de los cuales uno o varios presentan carga positiva  y una 

secuencia de  0 a 20 amino cidos de esta secuencia son hidrof  icos. En la 

segunda etapa de translocaci n   la prote na pierde el p ptido se al y adquiere 

su conformaci n  nativa en el espacio peripl sm ico  para posteriormente ser 
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secretada a trav s de la mem rana externa por un complejo sistema 

multiprot ico llamado tipo II o secret n (Sandkvist, 2001). 

2.11.3 Sistema de secreción tipo III 

Este sistema constituye un  rea de estudio que ha sido extensamente 

investigada en los  ltimos a os. Es una v a Sec-independiente en la que la 

secreci n  ocurre en un s lo paso desde el citosol hasta las c lulas del hu sped  

desempe a un papel central en la patogenicidad de muchas  acterias Gram-

negativas. Este sistema ha sido identificado en una gran variedad de pat genos 

de humanos, animales y plantas, incluyendo especies de Bordetella, Chlamydia, 

Erwinia, E. coli, Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobia, Salmonella, Shigella, 

Xanthomonas y Yersinia. El mecanismo se asemeja a una jeringa, de ahí que 

este sistema sea conocido también como inyectisoma. Este sistema tiene una 

estructura macromolecular constituida por más de 20 proteínas, que forma un 

canal continuo de secreci n  y permite la “inyecci n ” o “translocaci n ” de 

diferentes proteínas (efectores de virulencia), directamente al citoplasma de la 

célula hospedera. Dichas proteínas efectoras afectan diversas vías de 

transducción de señales, alterando múltiples funciones celulares, lo que facilita la 

infección bacteriana (He et al., 2004).  

2.11.4 Sistema de secreción tipo IV 

El sistema de secreci n tipo IV es un aparato de transportaci n ampliamente 

distri uido en  acterias Gram negativas y Gram positivas  es una v a 

recientemente identificada, homóloga a los sistemas de conjugación y al sistema 

VirB de Agrobacterium tumefaciens que facilitan la translocaci n  de  DN y 

proteínas (Figura 5). Se conoce que para algunos patógenos como Helicobacter 

pylori, Legionella pneumophila, Anaplasma phagocytophilum y otras rickettsias 

que utilizan esta vía para secretar toxinas (Rances et al., 2008), La exportación 

de la toxina pertussis (agente causante de la tos ferina) por Bordetella pertussis 

se lleva a ca o a trav s de esta v a y se han identificado sistemas hom logos en 

diferentes pat genos (González-Pedrajus y Dreyfus, 2003). El sistema de 
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secreción tipo IV fue primeramente descrito para Agrobacterium tumefaciens 

consistiendo de 12 componentes denominados VirB1 a VirB11 y VirD4 que 

transfieren el complejo Proteína-ADN en un sólo paso desde el citoplasma hasta 

la célula eucarionte (Pei et al., 2008). El papel del SSTIV en los mecanismos de 

patogénesis se ha descrito en diferentes organismos incluyendo, A. tumefaciens, 

L. pneumophila, H. pylori, B. pertussis y B. suis (Yeo y Waksman 2004; Baron et 

al., 2002) donde VirB3 a VirB6 y VirB8 a VirB11 son esenciales para mediar la 

persistencia de estas bacterias en células del sistema reticuloendotelial de los 

hospederos (den Hartigh et al., 2008). Los datos obtenidos por supresión de 

estos genes ha demostrado que se disminuye su capacidad de crecimiento en la 

línea celular J774A.1 y cuando el gen suprimido es restablecido, el crecimiento 

in vitro es parcialmente restaurado (Pei et al., 2008). Las proteínas del SSTIV 

VirB también se cree que participan en la citotoxicidad hacia macrófagos 

infectados con mutantes rugosos de Brucella melitensis en los que el antígeno O 

de superficie está acortado, por lo que el SSTIV está más expuesto y puede 

translocar proteínas de citotoxicidad más fácilmente (den Hartigh et al., 2008; 

Zhong et al., 2009). Se ha reportado también de ejercer un papel en la 

patogénesis en Bartonella, donde VirB se requiere para el establecimiento de la 

infección intraeritrocítica, mientras que una cepa que carece de VirB4 se ha 

demostrado ser no virulenta (González y Dreyfus, 2003). En A. marginale se han 

reportado proteínas homólogas al sistema de secreción tipo IV. Se han realizado 

estudios con las proteínas VirB2, VirB7, VirB9, VirB10, VirB11, VirD4 y CTP 

(Brayton et al., 2005, López et al., 2007; Araujo et al., 2008) En un estudio 

reciente se renombró a la CTP como VirB9-1 y la proteína VirB9 como VirB9-2 

en concordancia con los reportes para Anaplasma phagocytophilum (Sutten et 

al., 2010). 
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2.11.5 Sistema de secreción tipo V 

El sistema de secreción tipo V es Sec-dependiente formado por tres vías 

distintas que comparten una serie de características comunes. La vía tipo V (A)  

comprende la vía clásica de los autotransportadores, la vía de tipo V (B) 

comprende la forma dimérica y la forma trimérica de los autotransportadores 

forma la secreción tipo V (C). Las tres diferentes vías del sistema de secreción 

tipo V comparten dos etapas del mecanismo de translocación, en donde las 

proteínas son translocadas a través de la membrana interna en una forma Sec-

dependiente, mientras que la secreción a través de la membrana externa 

depende de un β-barril. La simplicidad mecánica de este sistema puede explicar 

por qué la secreción tipo V es el mecanismo más frecuente para la exportación 

de proteínas en bacterias Gram-negativas (Junker et al., 2006). 

Figura 5. Sistema de secreción tipo IV Agrobacterium tumefaciens KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes http://www.genome.jp/kegg/). 
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2.11.6 Sistema de secreción tipo VI 

Este sistema de secreción se ha descrito recientemente en bacterias Gram-

negativas tanto en las especies patógenas como mutualistas, (Bingle et al., 

2008). Igual que los sistema de secreción tipo III y IV, el sistema de secreción de 

tipo VI es Sec-independiente y, probablemente, coloca directamente su substrato 

dentro del citoplasma de las células del huésped (Bingle et al., 2008).  

2.12 Sistema homólogo de secreción tipo IV en A. marginale 

El análisis del genoma de A. marginale y E. ruminantium ha mostrado que genes 

homólogos del SSTIV están anotados en sus genomas (Brayton et al., 2005; 

Collins 2005) y están compuestos por un operón conteniendo sodB, VirB3, 

VirB4, y VirB6 y un segundo operón más distante que contiene VirB8, VirB9, 

VirB10, VirB11 y VirD4, mientras que en E. ruminantium, existen dos clusters de 

genes VirB (VirD4, VirB8, VirB9, VirB10, VirB11 y VirB3, VirB4, VirB6) y tres 

genes adicionales (Erum5210, Erum5220, and Erum5230) que probablemente 

codifican para proteínas del SSTIV.  

En estudios recientes con A. marginale, se ha encontrado que VirB9, VirB10 y la 

proteína conyugal de transferencia CTP son reconocidos por linfocitos B y T en 

respuesta a la inmunización con membranas de la rickettsia en el ganado; así 

VirB9 recombinante es reconocida en forma intensa y específica por linfocitos 

CD4+. En estos estudios sugieren que VirB9 podría ser usada para el desarrollo 

de vacunas contra la anaplasmosis ya que presenta una homología del 99% 

para la secuencia de nucleótidos y 100% para la secuencia de aminoácidos para 

los aislados de A. marginale estudiados en Brasil y Estados Unidos y muestra 

una alta respuesta inmunogénica (Vidotto et al., 2008; López et al., 2007). 

Mediante análisis in silico de los genomas de bacterias y en particular de A. 

marginale se han identificado proteínas homólogas del SST4 que cuando son 

producidas en forma recombinante, son identificadas por anticuerpos de 

animales inmunoprotegidos contra la enfermedad; lo reportado por algunos 

autores indica que VirB9  podría ser utilizado en el desarrollo de vacunas (López 
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et al., 2007; Araújo et al., 2008; Vidotto et al., 2008). Sin embargo hasta la fecha 

sólo se conocen las secuencias de VirB9 de los aislados: PR1 de Brasil, Pto 

Rico, St. Maries, Virginia, Mississippi y Florida de Estados Unidos (López et al., 

2007; Vidotto et al., 2008; GenBank). A pesar de que ya existe un banco de 

cepas Mexicanas de A. marginale, no existía información respecto de este 

marcador desconociendo la posible variabilidad para la proteína VirB9 en 

aislados mexicanos, de igual manera se desconocía la localización de la 

proteína VirB9 en A. marginale. El éxito de una vacuna recombinante o sintética 

depende en mucho que las proteínas/péptidos usados sean comunes a muchos 

aislados del patógeno en cuestión y que se encuentre en la superficie de la 

membrana externa para el reconocimiento por el sistema inmune del hospedero. 

Por lo que en este estudio se localizó la proteína VirB9 de A. marginale con base 

en análisis in silico y biológicos. 

2.13 Mecanismos inmunológicos 

Las bacterias del género Anaplasma así como otros patógenos intracelulares 

permanecen fuera del alcance del sistema inmune mientras que se encuentran 

dentro de la célula hospedera, sin embargo los animales que se recuperan a 

partir de una infección natural o con cepas de baja virulencia, pueden alcanzar 

protección sólida y duradera. La infección con Anaplasma induce la producción 

de anticuerpos IgG de diferentes subclases los cuales son asociados con 

funciones diferentes y resultados también diferentes en la resolución del cuadro 

clínico. En los bovinos la IgG1 está asociada con una respuesta inmune de tipo 

Th2 (Humoral), mientras que IgG2, está asociada a una respuesta inmune tipo 

Th1 (celular). La protección contra la Anaplasmosis se asocia a una respuesta 

de tipo Th2, que se inicia a partir del reconocimiento de los cuerpos iniciales y/o 

eritrocitos infectadas por macrófagos y células dendríticas, posterior se da la 

destrucción y fagocitosis de los cuerpos iniciales de A. marginale cuyos 

antígenos son procesados y reducidos a fragmentos pequeños los cuales son 

presentados en el contexto de los receptores clase II del complejo mayor de 

histocompatibilidad, a linfocitos T cooperadores CD4+ los cuales responden con 
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citocinas como el IFN-, interleucinas 2 y 12 (IL-2, IL-12) y el factor de necrosis 

tumoral (TNF-) (Brown et al., 1998). El interferón gamma estimula linfocitos B 

los cuales empiezan a diferenciarse dando células plasmáticas, produciendo 

anticuerpos específicos de tipo IgG2 que van dirigidos a los epítopos 

correspondientes en los antígenos de A. marginale brindando especificidad 

favoreciendo la fagocitosis por los macrófagos y la producción de oxido nítrico 

que participa en la destrucción de bacterias incluyendo las rickettsias (Brown et 

al., 1998; Barigye et al., 2004). Este modelo propone una colaboración intima 

entre la inmunidad humoral (IgG2) e inmunidad celular (CD4+) dicho modelo fue 

originalmente descrito por Brown et al., (1998) y verificado por Barigye et al., 

(2004) explicando la respuesta inmune de los animales protegidos; estos 

animales sin embargo, bajo condiciones de estrés o que induzcan estados de 

imnunosupresión, pueden padecer recidivas (Barbet et al., 2001). Estas recidivas 

se explican en parte por un fenómeno de variabilidad antigénica de los genes 

msp2 y msp3. En este sentido, estos genes sufren un proceso de recombinación 

en mosaico, donde una serie de genes truncados funcionales que componen el 

dominio hipervariable, se fusionan con el gen principal (dominio conservado), 

dando lugar a variantes que suceden periódicamente cada 6 a 8 semanas, 

induciendo una respuesta inmune específica contra cada variante en cada ciclo 

de rickettsemia (Brown et al., 2003; 2004).  

Sin embargo, en experimentos de inmunización con antígenos en forma de ADN 

o recombinantes y posterior desafío de los animales inmunizados se ha 

observado que puede haber un decremento en los títulos de anticuerpos 

específicos, este fenómeno no parece deberse al efecto de células Th 

reguladoras sino más bien a la desaparición de las células Th CD4+ específicas 

presentes, al menos en las proteínas Msp2 (Abbott et al., 2005) y Msp1a (Han et 

al., 2008). Esta desaparición de células CD4+ parece ser inducida por una 

sobrecarga de antígeno debida a la replicación masiva del patógeno, aunque se 

ha reportado en virus y otras bacterias (Finlay et al., 2006). Los mecanismos 

inducidos en las células Th que hacen que estas desaparezcan (mueran) no se 

conocen bien, pero se ha postulado la apoptosis.  
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De esta manera, aunque se conoce ya mucho de la respuesta del sistema 

inmune del  ovino hacia diferentes prote nas de superficie (Msp’s)  otras 

proteínas deben estar involucradas en el proceso de inmunidad contra A. 

marginale.  
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3. HIPÓTESIS  

La proteína VirB9 está integrada y expuesta en la superficie de la membrana 

externa del Anaplasma marginale  

 

4. OBJETIVO GENERAL 

Ubicar la proteína VirB9 en aislados mexicanos de A. marginale, mediante 

análisis in silico y ensayos biológicos 

 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Amplificar el gen VirB9 de varios aislados mexicanos por PCR  

2. Identificar el grado de identidad entre aislados 

3.  nalizar “in silico”: 

3.1. La estructura probable de la proteína VirB9 

3.2. La presencia de epítopos tipo B en dominios externos 

4. Expresar la proteína recombinante y diseñar péptidos sintéticos 

5. Producir anticuerpos anti-VirB9  

6. Determinar la localización celular de la proteína mediante ensayos 

biológicos 
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6. MATERIAL Y METODOS  

 

6.1 Amplificación, clonación y secuenciación del gen VirB9 

El estudio se desarrolló en el Centro Nacional de Investigación Disciplinaria en 

Parasitología Veterinaria (CENID-PAVET) del INIFAP. Se trabajó con aislados 

de A marginale de campo de diferentes regiones geográficas del país. De cada 

una de las cepas de A. marginale estudiadas se realizó la extracción de ADN por 

medio del  paquete comercial Ultra Clean DNA® BloodSpin MoBio®, (Carlsbad 

CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron tubos estériles con 

capacidad de 2 ml y se adicionaron: la sangre de cada uno de los aislados en 

vol m enes de 200 μl; 20 μl de proteasa K  equivalente a 0.  36 mg y 200 μl de 

la solución B1, compuesta por guanidina-HCl en monolaurato de polioxietilene 

sorbitan 20 (Tween 20), esta mezcla se agitó vigorosamente en Vortex durante 

15 segundos y se incubó durante 10 minutos a 65 °C en baño María, 

Posteriormente, los tubos se centrifugaron (Microcentrífuga Hermle, Modelo 

Z230M ) a  3 000 g por 5 segundos  acto seguido se agreg  200 μl por cada 

tubo, de la solución B2 constituida por etanol absoluto, se agitó nuevamente en 

vortex durante 15 segundos. Nuevamente se centrifugó a 13,000 g por 5 

segundos, la mezcla obtenida se transfirió a un tubo con filtro y se centrifugó por 

1 minuto a 13,000 g, después, se desechó el sobrenadante, transfiriendo 

únicamente el filtro a un tubo nuevo de 2 ml, al tubo con el filtro se agregaron 

500 μl de la soluci n  3  conformada por guanidina-HCl y etanol, se centrifugó 

durante 30 segundos a 13,000 g, terminado este proceso, se removió el filtro y 

se decanto el so renadante  se adicion  500 μl de la soluci n  4  cuya 

composición es Tris-NaCl-etanol y se centrifugó durante 30 segundos a 13,000 

g, descartando el sobrenadante. El filtro se transfirió por segunda ocasión a un 

tu o nuevo y se agregaron 200 μl de la soluci n   5  compuesta de  0 mM de 

Tris-HCl, se incubó durante 5 minutos a 65 °C en baño María y se centrifugó 1 

minuto a 13,000 g. El filtro se retiró, y el ADN quedó inmerso en el sobrenadante 

del tubo. El ADN se mantuvo a -20° C hasta su utilización. Con el ADN extraído 
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se realizó la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando 

un par de iniciadores de acuerdo a las secuencias reportadas en el GenBank 

siguiendo los parámetros necesarios para obtener unas condiciones de 

amplificación óptima. Los iniciadores se enviaron sintetizar a la compañía 

Invitrogen: sentido 5´- ATGAATTTCTATAAAAACTTGCTTGC-3´ y antisentido 5´- 

CTAAAGCACCGTATTCACTACTTC-3´; estos iniciadores amplifican para 840 

pares de bases amplificando en su totalidad el gen VirB9, los cuales se utilizaron 

en una concentración de 1 M de cada uno. La amplificación se hizo en un 

termociclador (Biometra T1™, Göttingen, Alemania) programado con un paso 

inicial de desnaturalización 94C por 30 segundos, alineamiento a 52C por 45 

segundos y un paso final de extensión de 72C por 90 segundos. Los 

amplicones obtenidos fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa 

al 1%. El fragmento de VirB9 amplificado de los aislados Aguascalientes, 

Aguascalientes; Yautepec, Morelos y Tizimín, Yucatán, se clonaron en el 

vectores de clonación TOPO TA Cloning Kit PCR 2.1 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) y en el estuche CLONE-JET™ (Fermentas Life Sciences, Ontario, Canadá), 

la reacción de clonación se llevó a cabo siguiendo las instrucciones de los 

fabricantes. La selección de las clonas del estuche TOPO TA Cloning se realizó 

mediante marcadores de selección de resistencia a la ampicilina y un segundo 

marcador por medio del gen reportero de la –galactocidasa, al inducir la 

expresión con 40 g/ml de X-gal 5 bromo-4 cloro-3 indol-B-D galactosido 

(Amersham life science Piscataway, NJ) obteniéndose colonias azules y blancas 

de las cuales se seleccionaran las clonas transformadas (blancas), para la 

selección de las colonias con el estuche CLONE-JET se realizó por medio del 

gen de resistencia a ampicilina.  

Se seleccionaron tres clonas recombinantes de los tres aislados de A. marginale, 

que fueron previamente verificadas por PCR especifico utilizando los iniciadores 

VirB9; una vez realizada la confirmación se procedió a inocular cada una de las 

colonias en 14 ml del medio LB con ampicilina y se incubaron por 14 horas a 

37C. Posteriormente se realizó la extracción de ADN plasmídico, utilizando el 
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estuche comercial Wizard® plus SV Minipreps Purification System de 

PROMEGA (Madison Wisconsin). Este estuche se basa en el método de lisis 

alcalina y en la adsorción del ADN en una resina de sílice.  

El ADN obtenido fue cuantificado por espectrofotometría a 260/280 nm. Para 

realizar la secuenciación, se envió al Instituto de Biotecnología de la Universidad 

Nacional Autónoma de México tres clonas de cada aislado conteniendo el inserto 

en una concentración de 750 g/16 l de ADN y las muestras fueron 

secuenciadas en sentido y antisentido con los iniciadores proporcionados en 

cada vector.  

6.2 Análisis in silico de la proteína VirB9 

Las secuencias nucleotídicas y cromatogramas se obtuvieron con el programa 

BioEdit Sequence Alignment Editor para posteriormente convertirlas en formato 

FASTA con la utilería disponible en el sitio de internet http://www.ebi.ac.uk/cgi-

bin/readseq.cgi de la base de datos GenBank disponible en el sitio 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Se obtuvieron las secuencias reportadas de la 

proteína VirB9 de los aislados: Florida y St Maries de Estados Unidos de 

Norteamerica, el aislado PR1 proveniente de Brasil y las secuencias de la 

proteína VirB9 de otras especies de Anaplasma. 

La estimación de la secuencia de aminoácidos se realizó a partir de la secuencia 

de nucleótidos con los programas disponibles en 

http://www.expasy.ch/tools/dna.html y http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Se realizó la 

alineación de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos para identificar 

diferencias en las secuencias con los programas disponibles en las páginas 

http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html y Clustal W en 

http://align.genome.jp/. Con este último programa se realizó un árbol filogenético 

bajo el algoritmo Neighbor Joining. Se realizó la detección de intrones en la 

secuencia de la proteína VirB9 de aislados mexicanos estudiados con el 

programa GENSCAN, disponible en la página 

http://genes.mit.edu/GENSCAN.html. El peso molecular y el punto isoeléctrico de 

http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi
http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/readseq.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.ch/tools/dna.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html
http://align.genome.jp/
http://genes.mit.edu/GENSCAN.html
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la proteína se obtuvo en la utilería disponible en línea en 

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/, y con el programa SignalP 3.0 disponible en 

el sitio: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/. Se identificó si la proteína 

contenía un peptido señal. La predicción de estructuras secundarias se realizó 

mediante el programa PSIPRED disponible en la pagina http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ 

y el programa MEMSAT3 disponible en 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html La predicción de hidrofobicidad se 

realizó por medio del programa ProtScale disponible en 

http://www.expasy.ch/tools/protscale.html mediante el algoritmo Kyte Doolittle, 

donde valores superiores a 1.6 nos indican posibles regiones hidrofóbicas. Para 

la predicción de dominios transmembranales se realizó con el programa TMPred 

disponible en http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html donde 

valores superiores mayores a 500 son significativos. Mediante el programa 

TMHMM se logró conocer si nuestras secuencias contienen hélices 

transmembranales, este programa se encuentra en el sitio 

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ Para la predicción de epítopos 

lineales y regiones antigénicas se trabajo con los programas bioinformáticos 

disponibles en línea, ABCPred, BCEPred y ANTIGENIC disponibles en 

http://bioinfo.bgu.ac.il/bsu/immunology/epitope_pred/index.htm. Por medio del 

programa Pfam fueron determinados los dominios y su ubicación en la proteína 

VirB9 http://pfam.sanger.ac.uk/. 

6.3 Expresión de la proteína rVirB9 

Para la expresión de la proteína VirB9 se realizó un PCR con los iniciadores 

diseñados previamente en el aislados Yautepec, Morelos y se llevó a cabo la 

reacción de ligación en el vector pET SUMO (K300-01 Invitrogen, Carlsbad, Ca.). 

La reacción se incubó toda la noche a 15C, para posteriormente realizar la 

transformación en células de E. coli MATCH1; la selección de clonas 

recombinantes se llevó a cabo por medio de PCR con los iniciadores VirB9, el 

cual fue visualizado en una matriz de agarosa al 1% en un transiluminador UVP 

(Upland CA). La verificación de la dirección del inserto 5-´3´ se llevó a cabo 

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html
http://www.expasy.ch/tools/protscale.html
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
http://bioinfo.bgu.ac.il/bsu/immunology/epitope_pred/index.htm
http://pfam.sanger.ac.uk/
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mediante un PCR con el iniciador sentido VirB9 y antisentido pET SUMO T7 y, 

para confirmar la dirección del fragmento se envió a secuenciar ADN de tres 

clonas en una concentración de 750 g/16 l con los iniciadores del vector al 

Instituto de Biotecnología de la UNAM; a la secuencia de nucleótidos obtenida se 

estimó la secuencia de aminoácidos con el programa disponibles en 

http://www.expasy.ch/tools/dna.html donde se verificó el marco de lectura 

abierto. 

La clona recombinante con el fragmento en dirección 5´-3´ seleccionada fue 

inoculada en 14 ml de medio de LB con kanamicina y se incubó por 14 horas a 

37C en agitación constante a 200 rpm, el medio inoculado fue centrifugado a 

8,000 g 10 min a temperatura ambiente para realizar la extracción de ADN 

plasmídico por medio del estuche comercial SV minipreps DNA purification 

system (Promega Madison, WI) siguiendo las instrucciones del fabricante. Con el 

ADN plasmídico obtenido se procedió a realizar la transformación en células E. 

coli BL21 con 10 ng/5 l de ADN la mezcla se agitó y se mantuvo en hielo 30 

minutos, después la mezcla recibió un choque térmico de 30 seg a 42C, 

posteriormente se mantuvo en hielo 5 minutos y se agregaron 250 l medio 

S.O.C. (20 g Triptona, 5 g extracto de levadura 0.5 g NaCl y 10 ml de KCl 250 

mM por litro). para incubarlo a 37C una hora con agitación a 200 rpm, pasado el 

tiempo, la reacción de transformación fue inoculada en 10 ml de medio LB 

conteniendo 50 g/ml de kanamicina y glucosa al 1%, incubándose por 14 horas 

a 37C con agitación continua.  

Para optimizar la expresión de la proteína VirB9 se realizó la expresión de la 

proteína inoculando 10 ml de medio LB con kanamicina, glucosa  %  con 500 μl 

del cultivo de toda la noche arriba mencionado, los 10 ml se incubaron por 4 

horas a 37°C en agitación hasta obtener un valor de 0.5 DO a 600 nm. El cultivo 

se dividió en dos (5 ml cada cultivo) y se realizó la inducción con 1 mM IPTG en 

uno de las fracciones. Se o tuvieron alicuotas de 500 μl aproximadamente 

ajustando a 0.4 DO a 600 nm con la finalidad de equilibrar la cantidad de células 

por alicuota, esto se realizó cada hora desde en el tiempo 0, 2, 5, y 12, cada 

http://www.expasy.ch/tools/dna.html
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alicuota fue centrifugada a 20,000 g por 30 seg, los sobrenadantes fueron 

eliminados y las pastillas fueron resuspendidas en 500 μl de soluci n  de lisis (50 

mM fosfato de potasio, 400 mM NaCl, 100 mM KCl, 10% Glicerol, 0.5% Triton X-

100 y 10 mM imidazol) la mezcla se congeló en nitrógeno líquido y descongeló 

en baño María a 42°C en tres ocasiones para después centrifugarlas a 20,000 g 

por 1 minuto. Se obtuvo un sobrenadante y una pastilla a los cuales se les 

adicionaron 50 μl de la soluci n de muestra 2X SDS-PAGE. 

Una vez realizada la electroforesis de las muestras se procedió a realizar un 

Western-blot realizando primeramente la transferencia de las proteínas en una 

cámara semi-seca (BioRad) a una membrana de PVDF a 250 mA por una hora, 

posteriormente se realizó el bloqueo de la membrana por una hora con una 

solución de bloqueo (PBS, Triton X-100, 0.1% y BSA 3%) y después 4 lavados 

de 5 minutos con solución de lavado (PBS, Triton X-100, 0.1%) se agregó el 

primer anticuerpo (HIS-Probe, Sta. Cruz) diluido 1:8000 en PBS 1X, Triton 0.1% 

y albúmina sérica bovina (BSA) 1% y se incubó toda la noche a 4C. Al día 

siguiente se realizaron tres lavados de la membrana siguiendo las indicaciones 

previas y se agregó el segundo anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina en 

una dilución 1:5000 (Ca ra α IgG conejo  Sta. Cruz) se incu   en agitaci n  dos 

horas a temperatura ambiente y se lavó la membrana como se describió 

anteriormente, el revelado de la membrana se realizó con BCIP/NBT 15 min en 

obscuridad.  

Para determinar la solubilidad de la proteína recombinante, se realizó un 

Western blot al sobrenadante y a la pastilla del cultivo de 12 horas, los cuales 

fueron sometidos a una lisis con 50 mM fosfato de potasio, 400 mM NaCl, 100 

mM KCl, 10% glicerol, 0.5% triton X-100 y 10 mM imidazol, al sobrenadante y a 

la pastilla se le adicionaron 50 μl de la soluci n de muestra 2X SDS-PAGE. 

6.4 Purificación de la proteína VirB9  

Debido a que la proteína recombinante VirB9 expresada no es soluble se 

procedió a obtener una pastilla de 300 ml de cultivo la cual fue lisada con 
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solución B (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 mM Urea, pH 8.0), 5 ml por 

gramo de peso húmedo, la mezcla se agitó 60 min a temperatura ambiente 

evitando la formación de espuma, el lisado fue centrifugado a 10,000 g por 30 

minutos a temperatura ambiente y el sobrenandante fue conservado hasta su 

purificación por una columna.  

El lisado fue transferido a una columna de níquel, Ni-NTA Superflow, QUIAGEN 

de 1.5 ml, primeramente la columna fue equilibrada con 7.5 ml de solución B con 

un flujo de 1 ml/min. Posteriormente se agregaron 5 ml del lisado y se incubo en 

refrigeración a 4ºC por 12 horas, posteriormente se agregaron 15 ml de la 

solución B. La columna fue lavada con 15 ml de solución C (100 mM NaH2PO4, 

10 mM Tris-Cl, 8 mM Urea, pH 6.3) removiendo uniones inespecíficas a la 

resina, se colectaron estas fracciones para su posterior análisis. La elución de la 

proteína se realizó con solución D (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 mM 

Urea, pH 5.9) y solución E (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 mM Urea, pH 

4.5) 7.5 ml de cada uno y se procedió a su análisis por SDS-PAGE. 

6.5 Producción de anticuerpos anti-VirB9 

Los péptidos conteniendo los epítopos lineales tipo B obtenidos como resultado 

del análisis in silico de la proteína VirB9 (epítopo 1.- LSAPSLAKNP y epítopo 2.- 

AAGYKEVADE) fueron enviados a sintetizar de forma comercial en la compañía 

Invitrogen y se utilizó un tercer péptido conteniendo un epítopo no relacionado 

como control de la proteína AMA-1 de Babesia bigemina, todos los péptidos 

fueron conjugados con Hemocianina de Megathura crenulata (Keyhole Limpet 

KLH). KLH comercial (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) también fue usado como 

control. 

Para la producción de anticuerpos específicos se usaron conejos machos con un 

peso aproximado de 2 kg. Los conejos fueron mantenidos en el Bioterio del 

Centro de investigación en Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional en 

Salud Pública. Cada uno de los dos péptidos sintéticos, la proteína recombinante 

rVirB9 y KLH fueron inoculados en dos conejos a una concentración de 20 g/ml 
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de péptidos y 100 g/ml de rVirB9 con adyuvante Montannide ISA70 (SEPPIC 

Francia) vía subcutánea con intervalos de 15 días en las primeras dos 

inoculaciones y posteriormente en intervalos de 10 días a una concentración de 

100 g/ml de péptidos inoculando en 12 ocasiones. El monitoreo de la respuesta 

humoral de los conejos respecto a los péptidos y proteína recombinante se 

verificó por Inmunoflorescencia Indirecta  (IFI) como se describe a continuación: 

se fijaron laminillas de sangre de bovino infectada con la cepa Yautepec, 

Morelos de A. marginale con un porcentaje de eritrocitos infectados (PEI) del 

41% y como control se utilizaron laminillas de sangre de un bovino no infectado, 

todas las laminillas fueron conservadas en congelación a -80°C hasta su uso. 

Cada ocasión que se realizó la inmunofluorescencia se obtuvieron de 

congelación las laminillas congeladas y se desecaron una 1 hora a 37°C en 

estufa dentro de un frasco conteniendo gel de silica, posteriormente se fijaron en 

acetona por 30 min. Se realizó la dilución de 1:80 de los sueros problema en 

P S pH 7.4 y se agregaron  0 μl dentro de cada uno de los c rculos 

delimitantes, como control positivo se utilizó suero de conejo anti-rMSP5 de A. 

marginale (proteína recombinante MSP5 por sus siglas en ingles Major Surface 

Protein 5). Los sueros se incubaron 30 minutos a 37° C dentro de una cámara 

húmeda. Las laminillas fueron lavadas dos veces con PBS y otra ocasión más 

con agua destilada 5 minutos en agitación (Goldman et al., 1972). 

Posteriormente se agregaron  0 μl de conjugado en una diluci n   : 00 (α IgG 

conejo Dylight 488 filtro de absorción 493 y emisión 518 (Jackson West Grove 

PA). Se lavaron las laminillas según lo descrito previamente y posteriormente 

fueron observadas al microscopio (Leica DMLB) de epifluorescencia con 

glicerina fosfatada en el objetivo 100X.  

6.6 Reconocimiento de la proteína rVirB9  

Para este ensayo se realizaron electroforesis de acrilamida utilizando marcador 

molecular (Fermentas SM0671), cuerpos iniciales de la rickettsia obtenidos de 

glóbulos rojos de bovino infectados con el aislado Yautepec, Morelos. También 

se utilizaron membranas de glóbulos rojos de bovino, cultivos de E. coli BL21 sin 
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vector, cultivo con vector sin inserto y cultivo con vector con inserto VirB9, 

terminada la electroforesis de las muestras se procedió a realizar un Western-

blot realizando la transferencia de las proteínas en una cámara semi-seca 

(BioRad) a una membrana de PVDF (Millipore) a 250 mA por una hora, 

posteriormente se realizó el bloqueo de las membranas por una hora con una 

solución de bloqueo (PBS, Triton X-100, 0.1% y BSA 3%) y después 4 lavados 

de 5 minutos con solución de lavado (PBS, Triton X-100, 0.1%) se agregó el 

suero correspondiente para cada membrana utilizando sueros de conejos que 

reconocieron el A. marginale por medio de la técnica de inmunoflorescencia  y 

suero de un bovino inmune en una dilución 1:100 en PBS 1X, Triton 0.1% y 

albúmina sérica bovina (BSA) 1% y se incubó toda la noche a 4C. Transcurrido 

este tiempo se realizaron tres lavados de la membrana siguiendo las 

indicaciones previas y se agregó el segundo anticuerpo conjugado con fosfatasa 

alcalina en una dilución 1:5000 (Ca ra α IgG conejo  Sta. Cruz y Ca ra α IgG 

bovino, Jackson). Las membranas fueron incubadas en agitación dos horas a 

temperatura ambiente y se lavó la membrana como se describió anteriormente, 

el revelado de las membranas se realizó con BCIP/NBT 15 min en obscuridad.  

6.7 Localización celular de la proteína VirB9  

Para la localización celular de la proteína VirB9 se llevó a cabo la extracción de 

cuerpos iniciales siguiendo la técnica de Palmer y McGuire (1984) con ciertas 

modificaciones. Cuarenta ml de sangre fresca de un bovino infectado de A. 

marginale experimentalmente con el aislado de Yautepec, Mor. fue centrifugada 

a 5,000 g 15 min a temperatura ambiente, se eliminó el suero y células blancas, 

el paquete celular fue lavado en dos ocasiones llevando al volumen original con 

medio RPMI 1640 adicionado con 2 mM de L-glutamina y 25 mM de HEPES, el 

paquete de glóbulos rojos fue resuspendido en 80 ml de solución de lisis 

(Cloruro de amonio 0.83%; 0.01 M Tris pH 7.5) y se mantuvo 10 min en hielo 

para después centrifugarla a 23,000 g por 30 min a 4C, el sobrenadante fue 

eliminado y se agregaron 80 ml de medio RPMI 1640 conteniendo 2 mM de L-

glutamina y 25 mM de HEPES, se centrifugó como se describió anteriormente en 
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dos ocasiones eliminando el sobrenadante, se agregó nuevamente 80 ml del 

medio RPMI 1640 con L-glutamina y HEPES y se sonicó por 2 minutos a 50 W 

con 1 min de descanso en baño de hielo, para posteriormente centrifugar en dos 

ocasiones a 1700 g por 15 min a 4C y eliminar el sobrenandante, en la pastilla 

se obtuvieron los cuerpos iniciales de A. marginale.  

Con los cuerpos iniciales liberados de los glóbulos rojos infectados con A. 

marginale se realizó una inmunoflorescencia indirecta utilizando los sueros pre-

inmunización y post-inmunización con rVirB9 producidos en conejos en una 

dilución 1:80, se incubó por 30 min a 37 C en agitación, finalizada la incubación 

se centrífugo por 2 min a 8,000 g, se descartó el sobrenandante y se 

resuspendió en 1 ml con PBS pH 7.4, este proceso de lavado se repitió en tres 

ocasiones, posteriormente se agrego un anticuerpo conjugado a Dylight 594 

(Jackson West Grove PA), filtro de absorción 591 y emisión 616 en una dilución 

1:100 y se incubó por 30 min a 37 C en agitación, pasado el tiempo se 

realizaron tres lavados conforme a lo descrito previamente y se resuspendieron 

las células en 3 ml de PBS. Después de la inmunoflorescencia se realizó una 

tinción vital con éster succinimidil diacetato de carboxi-fluoresceína (CFDA de 

Molecular Probes, Invitrogen) a los CI se le agregaron 500 l de PBS 

atemperado a 37 C conteniendo CFDA en una concentración final de 1.25 M, 

las células fueron incubadas 15 min a 37 C pasado este tiempo se centrifugó 1 

minuto a 8,000 g en microcentrífuga y la pastilla fue resuspendida con 500 l el 

medio RPMI 1640 descrito previamente y se incubó por 30 min a 37 C, 

terminado el tiempo de incubación 5 l de los CI se depositaron en una laminilla 

y se hizo un extendido, que fue fijado con 5 l de metanol, las laminillas se 

secaron por 15 min y se agregaron 5 l de la solución de montaje Vectashield 

H1300 (Vector Laboratorios) se colocó un cubreobjetos el cual fue sellado con 

barniz, las laminillas fueron observadas al microscopio de epifluorescencia Leica 

DMLB con aceite de inmersión en el objetivo 100X y se obtuvieron fotografías 

con una cámara Sony alfa-230.    
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Amplificación, clonación y secuenciación del gen VirB9 

Los iniciadores específicos diseñados para lograr la amplificación del gel VirB9, 

de A. marginale funcionaron adecuadamente para lograr la amplificación, el 

iniciador en sentido está ubicado en el codón de inicio de la proteína y el 

iniciador antisentido se encontró en el codón de paro de la proteína. Las 

características de los iniciadores utilizados se describen en el Cuadro 2.  

Cuadro 2. Análisis de iniciadores mediante el programa OligoAnalyzer 3.1 
disponible en http://www.idtdna.com 

Iniciador Sentido Antisentido 
Secuencia 5’ 3’ ATGAATTTCTATAAAAACTTGCTTGC CTAAAGCACCGTATTCACTACTTC 

Longitud 26 bases 24 bases 

% de GC 26.9 41.7 

Temp Fusión 51.2 53.3 

Δ G 0.41 kcal.mole-1 0.02 kcal.mole-1 

Delta G -5.36 kcal/mole -3.61 kcal/mole 

 

Con los iniciadores previamente diseñados se amplificó el gen VirB9 por medio 

de PCR utilizando ADN genómico de seis diferentes aislados mexicanos de A. 

marginale, observándose un amplicón entre 800 y 900 pb en cada aislado 

analizado de las diferentes regiones geográficas de México. 

La separación de los amplicones en geles de agarosa (Figura 6) mostró que el 

tamaño observado de los amplicones de los seis aislados inicialmente 

estudiados fueron muy similares, por lo que se decidió secuenciar solo tres de 

los aislados geográficamente distantes los cuales fueron: Tizimin, Yucatán; 

Aguascalientes, Aguascalientes y Yautepec, Morelos para compararlas entre sí y 

determinar si existían diferencias. Los productos de PCR de las cepas fueron 

ligados a vectores de clonación TOPO TA Cloning® Kit PCR 2.1 (Invitrogen, 
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Carlsbad, CA) y en el kit CLONE-JETTM (Fermentas Life Sciences  Ontario  

Canad ) y transformados células TOP 10 y DH5 de E. coli; para después de 

estas bacterias obtener el ADN plasmídico para su secuenciación (Figura 7). 

 

De las secuencias de nucleótidos de las clonas analizadas en formato FASTA y 

se obtuvo una secuencia consenso a partir de las tres secuencias en sentido y 

tres secuencias en antisentido resultando una secuencia de 840 pb para cada 

uno de los aislados.  A las secuencias consenso se realizó un alineamiento con 

el programa Clustal W. En la alineación se observaron solo dos diferencias en 

los nucleótidos 369 y 501. Las cepas de Tizimín y Yautepec presentaron una 

citosina en el nucleótido 369, mientras que Aguascalientes una timina; los 

aislados Tizimín y Yautepec presentan una adenina y Aguascalientes presenta 

una guanina en el nucleótido 501. 

 

7.2 Análisis in silico de la proteína VirB9 

Alineación de secuencias mexicanas con sus contrapartes reportadas  

Figura 6. Electroforesis del producto de PCR VirB9 en agarosa al 1%. 1. Marcador, 2. 
Control (+) eritrocitos de bovino infectado, 3. Control (-) eritrocitos de bovino negativo, 
4. Aguascalientes, Ags; 5. Texcoco, Mex; 6. Yautepec, Mor; 7. Tizimín, Yuc; 8. Soto 
la marina, Tam; 9. Veracruz, Ver. 
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En la alineación de las secuencias de VirB9 de aislados mexicanos con aislados 

PR1 de Brasil y St. Maries de EEUU se observan tres mutaciones silenciosas 

(Figura 8), en los nucleótidos 369, 501 ya descritas previamente y en la posición 

663 donde se observa que los aislados mexicanos y St. Maries presentan una 

timina en dicha posición y el aislado PR1 de Brasil tiene una citosina.  

Figura 7. Alineación de nucleótidos VirB9 de los aislados mexicanos; 
Aguascalientes, Yucatán y Morelos. Se observan en blanco las diferencias.  
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Figura 8. Alineación de las secuencias de nucleótidos de VirB9 
de los aislados mexicanos, PR1 de Brasil y St. Maries de EEUU. 
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Marcos abiertos de lectura 

Las secuencias consenso de cada aislado fueron analizadas con el programa 

ORF Finder disponible en el NCBI para determinar los marcos abiertos de 

lectura. En la Figura 9 se observa el resultado de este análisis donde los 840 pb 

codifican para una proteína de 279 aminoácidos. 

 

Frecuencia de Aminoácidos en la secuencia VirB9 

En la estructura primaria de la proteína VirB9 A. marginale fue identificada la 

frecuencia de cada uno de los aminoácidos, donde se observo que los 

aminoácidos más frecuentes son valina, glicina, lisina, leucina, serina y alanina, 

Figura 9. Marco abierto de lectura 
determinado por el programa ORF Finder 
disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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constituyendo el 51.2% de la proteína, es decir mayormente por aminoácidos 

que no tienden a formar estructuras complejas (Figura 10).  

 

 

Identificación de intrones. 

Para determinar la existencia de intrones en la secuencia de nucleótidos de 

VirB9 se utilizó el programa GENSCAN, por ser un organismo procariota, no se 

encontraron en la secuencia intrones (Figura 11). 

 

Identificación de péptido señal. 

En la secuencia de aminoácidos de VirB9 A. marginale fue identificado un 

péptido señal en la posición 1-24 por medio del programa SignalP (Figura 12). 

Figura 10. Frecuencia de aminoácidos en la secuencia de 
VirB9 

Figura 11. Identificación de intrones, resultado del programa GENSCAN.  
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Alineación de Aminoácidos. 

Con las secuencias o tenidas con el programa “ORF Finder” se realiz  la 

alineación de aminoácidos de las secuencias mexicanas con los de las cepas 

PR1 de Brasil y Florida y St Maries de EEUU, se observo que la proteína es 

conservada en un 100% en los aislados mexicanos y sus contrapartes de Brasil 

y EEUU (Figura 13). 

Figura 12. Identificación de un péptido señal por el programa SignalP, en la 
proteína VirB9 de A. marginale.   

Figura 13. Alineación de la secuencias de aminoácidos de VirB9 aislados mexicanos 
PR1, Brasil y Florida, St Maries EEUU. De A. marginale  



 40 

Predicción de estructura secundaria.  

Por medio del programa PSIPRED http://bioinfadmin.cs.ucl.ac.uk/psipred/ fue 

posible identificar la estructura secundaria de la proteína VirB9 A. marginale, 

dicha estructura tiene una secuencia helice alfa al inicio de la proteína que 

coincide con el péptido señal (no se muestra aquí). En la parte media de la 

proteína se observan tres posibles regiones de helice alfa pero la gran mayoria 

de la proteína está conformada por plegamientos beta y torsiones (vueltas) 

(Figura 14). 

Figura 14. Predicción de estructura secundaria programa PSIPRED.  

http://bioinfadmin.cs.ucl.ac.uk/psipred/
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Predicción de hidrofobicidad, dominios transmembranales y hélices 

transmembranales 

El an lisis de la secuencia de amino cidos con los programas “ProtScale” y 

TMpred mostraron una sola región hidrofóbica (mayor a 1.5, ProtScale) pero el 

número de aminoácidos es muy pequeño para representar una región 

transmembranal (Figura 15A, círculo). Los resultados obtenidos con el programa 

“TMpred” no muestran dominios transmem ranales ya que en ning n momento 

se rebasan valores significativos (mayores a 500) en este programa y los valores 

observados son menores a cero (Figura 15B). 

La predicción de helices transmembranales muestran que la proteína VirB9 no 

contiene ningún helice transmembranal por medio del programa TMHMM con 

una alta probabilidad (Figura 16). 

Figura 15. Análisis de la secuencia de aminoácidos de VirB9 por los programas, A ProtScale y 
B.TMpred, no reportan secuencias hidrófobas que puedan indicar dominios transmembranales.  

 A 
B 
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Predicción de epitopos tipo B 

Para realizar los análisis biológicos de la proteína VirB9, la secuencia de 

aminoácidos se sometió a análisis por los programas ANTIGENIC, ABCPred y 

BCEPred (Figura 17) para identificar epitopos tipo B y regiones antigénicas. El 

resultado reportado por los programas, se seleccionaron dos secuencias para su 

síntesis de forma comercial los cuales fueron inoculados en los conejos. Los 

péptidos seleccionados tienen una longitud de 10 aminoácidos que coinciden 

parcialmente en los programa para la identificación de epitpos B y regiones 

antigénicas. En el cuadro 3 se muestran los dos epitopos seleccionados por 

programa ABCPred con un puntaje de 0.78 donde 1.0 es el mejor puntaje 

asignado a los epitopos de acuerdo a ese programa.  

Cuadro 3. Epitopos seleccionados 

Programa Aminoácidos Longitud Posición Puntaje 

ABCPred LSAPSLAKNP 10 147-156 0.78 

ABCPred AAGYKEVADE 10 102-112 0.78 

 

Figura 16. Predicción de hélices transmembranales por el programa TMHMM. 
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Para asegurar que los epitopos seleccionados fueran exclusivos de A. 

marginale, los epítopos fueron sometidos a un análisis BLAST para confirmar su 

especificidad, observándose identidad a las proteínas VirB9 de A. marginale y A. 

centrale para el epitopo 1.- LSAPSLAKNP y para el epitopo 2.- AAGYKEVADE 

sólo se observo una identidad del 100% con A. marginale respecto a las 

secuencias ya reportadas en el banco de genes (Figura 18) 

 

ANTIGENIC ABCpred  

 

Figura 17. Predicción de epitopos por medio de tres programas ANTIGENIC, ABCpred 
BCEpred. 

BCEpred 
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Se identifico la ubicación de los epitopos seleccionados para la síntesis 

comercial en el gráfico de predicción de hidrofobicidad, los epítopos 

seleccionados se muestran con las flechas en verde, encontrándose en regiones 

con mayor posibilidad de ser hidrofílicas (Figura 19).  

 

 

Figura 18. Análisis BLAST de los epitopos tipo B. exsite 100% de 
identidad con lo reportado en los genomas de A. marginale y A. centrale.  
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Dominio de la proteína VirB9 

Por medio del programa Pfam se identificó el único dominio de la proteína VirB9 

el cual es un dominio CagX que va del aminoácido 36 al 278. Este dominio está 

asociado a proteínas con una función de transferencia conyugal. También se 

observo la secuencia en aminoácidos, la predicción de hidrofobicidad, la 

ubicación de los epítopos seleccionados (flechas verticales, Figura 19) ubicados 

en la parte funcional de la proteína y la posición del dominio CagX de VirB9. El 

dominio CagX también se encuentra en VirB9 de organismos como A. centrale, 

Anaplasma phagocytophilum, Erlichia chaffeensis, Erlichia canis y Erlichia 

ruminantium (Cuadro 4). 

 

 

 

 

Figura 19. Identificación de dominio en predicción de hidrofobicidad 
y la ubicación de epítopos representados por las flechas verdes y 
posición del dominio CagX. 

CagX 



 46 

Cuadro 4. Microorganismos relacionados que también poseen un dominio CagX. 
Análisis por Pfam. 

Microorganismo No.  aa dominio inicio final N. acceso 
A. marginale 279 CagX 36 278 ----------- 

A. centrale 279 CagX 36 278 ACZ48795 

A. phagocytophilum 281 CagX 30 257 AAM00421 

E. chaffeensis 273 CagX 36 272 YP_506875 

E. canis 275 CagX 39 262 AAQ12004 

E. ruminantium 267 CagX 37 274 YP_179895 

 

Comparación VirB9 de A. marginale con otras VirB9 reportadas.  

Para efectos comparativos la secuencia de aminoácidos de VirB9 de A. 

marginale, se alineó a otras proteínas VirB9 reportadas en A. centrale, A. 

phagocytophilum, E. chaffeensis, E. canis, E. ruminantium y con Agrobacterium 

tumefaciens aislados A4, se observo un alto grado de homología superior al 50% 

con los microorganismos relacionados (cuadro 5).  

Cuadro 5. Similitud de VirB9 de A. marginale y otros 
microorganismos. 

Microorganismo No.  aa Similitud    
A. marginale 

N. acceso 

A. marginale 279 ----------- ----------- 

A. centrale 279 92% ACZ48795 

A. phagocytophilum 281 56% AAM00421 

E. chaffeensis 273 51% YP_506875 

E. canis 275 53% AAQ12004 

E. ruminantium 267 51% YP_179895 

A. tumefaciens 293 23% AAF77169 
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Árbol filogenético de la proteína VirB9  

Despues de observar una gran homología en las secuencias de aminoácidos se 

obtuvo un árbol filogenético de la proteína VirB9 de secuencias de Anaplasma y 

Ehrlichia reportadas, para observar la relación evolutiva de esta proteína, se 

observo claramente que por un lado del árbol se encuentran los Anaplasmas y 

por otra rama se encuentran las Ehrlichias. También se observo como el 

Anaplasma marginale y A. centrale están en una rama y cercana se encuentra A. 

phagocytophilum, en otra rama se encuentran E. canis, E. chaffeensis y E. 

ruminantium y distante en otra rama se encuentra como control Agrobacterium 

tumefaciens. 

 

 

 

Figura 20. Árbol filogenético mediante el algoritmo Neighbor Joining de VirB9 A. 
marginale aislado mexicano y microorganismos relacionados reportadas en el GenBank. 
Anaplasma centrale ACZ48795, Anaplasma phagocytophilum HZ13 AAM00421, Erlichia 
canis AAQ12004 Erlichia chaffeensis YP_506875 Erlichia ruminatum str Welgevonden 
YP_179895, control VirB9 de Agrobacterium tumefaciens AAF77169.  
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7.3 Expresión de la proteína rVirB9 

Se logró la expresión de la proteína rVirB9 con el vector pET SUMO (Invitrogen) 

transformando células de E. coli BL21. Se realizó la cinética de la expresión de 

la proteína para identificar el momento de mayor expresión, el mejor tiempo de 

expresión fue después de una incubación de 12 horas del cultivo a 37C 

inducido con 1mM de IPTG. En la Figura 21 se muestra un gel de acrilamida al 

12 % teñido con Azul de Coomassie (SimplyBlue SafeStain Invitrogen) donde se 

observa un incremento en la expresión de VirB9 a través del tiempo (banda de 

aproximadamente 41 kDa) a diferencia de los cultivos no inducidos. En la Figura 

22, se observa el Western-Blot donde se muestra la identificación de la proteína 

recombinante con la etiqueta de histidina mediante el anticuerpo específico. 

Figura 21. Cinética de expresión de VirB9 en células BL21. 1. Marcador de 
pesos moleculares; 2. Control positivo de expresión Hcat52 de H. contortus; 3. 
BL21 transformadas con vector sin VirB9; 4 a 9, células BL21 transformadas 
con vector/VirB9; 4, 6 y 8 cultivos sin inducción a tiempos cero, 5 y 12 horas; 
carriles 5, 7 y 9 células inducidas con IPTG a los mismos tiempos. Gel teñido 
con Azul de Coomassie (Simply blue safe stain Invitrogen). Se usó el 
equivalente de 1 ml de cultivo estandarizado a 0.4 DO, a 600 nm. 
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Para confirmar que el sistema de expresión estaba funcionando adecuadamente, 

células BL21 se transformaron con el vector pET SUMO sin el inserto de VirB9, 

como se observa en la Figura 23, las células transformadas expresaron 

solamente la etiqueta de histidina/SUMO que tiene un peso molecular de 11 

kDa. En la Figura 24, la etiqueta es reconocida por el anticuerpo específico y fue 

determinado el tiempo de mejor expresión por la cinética de expresión.  

 

 

Figura 22. Western blot de la cinética de expresión de VirB9. 1. Marcador de pesos 
moleculares; 2. Control positivo de expresión Hcat52 de H. contortus; 3. BL21 
transformadas con vector sin VirB9; 4 a 9, células BL21 transformadas con 
vector/VirB9; 4, 6 y 8 cultivos sin inducción a tiempos cero, 5 y 12 horas; carriles 5, 7 
y 9 células inducidas con IPTG a los mismos tiempos.. El gel se probó con anticuerpo 
Anti-tag (histidinas) Sta Cruz y se reveló BCIP/NBT (Sigma). 
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Figura 23. Cinética de expresión de las células BL21 transformadas con el vector pET 
SUMO, pero sin el inserto de VirB9. 1. Marcador; 2. Control Positivo proteína con 
histidinas; carriles 3, 5, 7 y 9 cultivos no inducidos a tiempos 0, 2, 5 y 12 hrs. Carriles 4, 
6, 8 y 10, cultivos inducidos a los mismo tiempos. Gel teñido con Azul de Coomassie 
(Simply blue safe stain Invitrogen). 

Figura 24. Western Blot de la cinética de expresión de células BL 21 con el 
vector pET SUMO sin el inserto de VirB9. 1. Marcador; 2. Control Positivo 
proteína con histidinas; carriles 3, 5, 7 y 9 cultivos no inducidos a tiempos 0, 2, 5 
y 12 hrs. Carriles 4, 6, 8 y 10, cultivos inducidos a los mismo tiempos. El gel se 
probó con anticuerpo Anti-tag (histidinas) Sta Cruz y se reveló BCIP/NBT 
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7.4 Purificación de la proteína rVirB9 

Una vez que se determinó el mejor tiempo de expresión de la proteína rVirB9, se 

determinó si esta proteína se encontraba de forma soluble en el citoplasma de E. 

coli. Cultivos inducidos de la cepa BL21 expresando la proteína rVirB9 e 

inducidos con IPTG fueron sometidos a una lisis con 50 mM fosfato de potasio, 

400 mM NaCl, 100 mM KCl, 10% Glicerol, 0.5% Triton X-100 y 10 mM imidazol, 

se obtuvo un sobrenadante y pastilla, los cuales se separaron por electroforesis 

de acrilamida al 12% de concentración. En la Figura 25A se observa que la 

proteína se encuentra en pastilla (carril 3)  y esta es reconocida por el anticuerpo 

específico Figura 25B, por lo que se deduce que la proteína de interés está en 

forma no soluble y que posiblemente se encuentra como cuerpos de inclusión 

dentro de las células.  La proteína rVirB9 fue extraída de las células por métodos  

desnaturalizantes con cloruro de guanidina y urea, el lisado se purificó mediante  

Figura 25. Solubilidad de la proteína rVirB9. A) Gel acrilamida 1. Marcador; 2. 
Control Positivo proteína con etiqueta de histidinas Hcat52; 3. Pastilla; 4. 
Sobrenadante. Gel teñido con Coomassie (Simply blue safe stain Invitrogen). B) 
Western Blot misma disposición.  
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cromatografía por columnas de afinidad de níquel, en la Figura 26 se observa la 

electroforesis y Figura 27 se observa la proteína recombinante identificada por 

el anticuerpo anti-histidinas, la máxima cantidad de proteína obtenida de 500 ml 

de cultivo fue de 0.22 mg/ml  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Electroforesis Purificación de la proteína rVirB9. 1, Marcador; 2, células 
transformadas con el vector vector sin inserto VirB9; 3. Control Positivo proteína con cola de 
histidinas; 4, Cultivo expresando VirB9; 5. Lavado solución B; 6.Lavado solución C; 7. 
Elusión solución D; 8. Elusión solución D; 9. Elusión solución E; 10. Elusión solución E. 
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Figura 27. Western-Blot, Puificación de la proteína rVirB9 1. Marcador; 2. Cultivo vector sin 
inserto VirB9; 3. Control positivo proteína con cola de histidinas; 4.Cultivo expresando VirB9 
sometido a la purificación; 5. Lavado solución B; 6.Lavado solución C; 7. Elusión solución 
D; 8. Elusión solución D; 9. Elusión solución E; 10. Elusión solución E. 
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7.5 Producción de anticuerpos anti-VirB9  

Utilizando los anticuerpos anti-péptidos y anti-rVirB9 producidos en conejos, se 

realizó la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta en laminillas de glóbulos 

rojos de bovinos infectados con A. marginale. En el control positivo suero anti 

rMSP5 se observan las rickettsias fluoresciendo Figura 30 A, al igual en el suero 

post-inmunización con la proteína rVirB9 Figura 30 C, a diferencia de los sueros 

pre-inmunes de rMSP5 y rVirB9 donde no se observan las rickettsias 

fluoresciendo, para los sueros post-inmunización de los péptidos uno y dos se 

observan como los sueros pre-inmunes es decir no reconocen el A. marginale a 

pesar de que los conejos fueron inoculados en 12 ocasiones. 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Inmunoflorescencia indirecta; A) Suero pre inmunización rMSP5; B) Suero post-
inmunización rMSP5; C) Suero pre-inmunización rVirB9; D) Suero post-inmunización rVirB9; 
E) Suero pre-inmunización Péptido 1; F) Suero post-inmunización Péptido 1; G) Suero pre-
inmunización Péptido 2; H) Suero post-inmunización Péptido 2. 
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7.6 Reconocimiento de rVirB9  

La proteína rVirB9 fue reconocida por anticuerpos de un bovino inmune a A. 

marginale Figura 28 observando el reconocimiento de la proteína con un peso 

molecular de 41 kDa y otra en 28 kDa aproximadamente en el carril de la 

Figura 30. Identificación de rVirB9 por anticuerpos de conejos A) gel de acrilamida 1. Marcador, 2. E. 
coli BL21 sin vector, 3. E coli BL21 con vector sin inserto; 4. E. coli con vector – VirB9; 5. rVirB9 
purificada. 6. Membranas de glóbulos rojos. 7. Cuerpos iniciales B) Western Blot misma disposición. 
Flecha superior, rVirB9 con histidinas; flecha inferior, rVirB9 sin histidinas. 

Figura 29. Identificación de rVirB9 por anticuerpos de bovinos inmunes A) gel de acrilamida 1. 
Marcador, 2. Cuerpos iniciales, 3. E. coli BL21 sin vector, 4. E coli BL21 con vector sin inserto; 5. E. 
coli con vector – VirB9; 6. rVirB9 purificada. B) Western Blot misma disposición. Flecha superior, 
rVirB9 con histidinas; flecha inferior, rVirB9 sin histidinas.  
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proteína purificada, la observación de dos pesos moleculares distintos obedece 

a la eliminación parcialmente la proteína fusión del vector que contenía las 

histidinas.  

Los anticuerpos producidos en los conejos anti-rVirB9 reconocieron la proteína 

rVirB9 en el cultivo de E. coli BL21 con el vector más el inserto y la proteína 

purificada Figura 29 al igual que una proteína de 28 kDa aproximadamente 

(carril 7) coincidiendo con el peso de la proteína VirB9.  

 

7.7 Localización celular de la proteína VirB9  

Para la identificación celular de la proteína VirB9 en A. marginale se realizó la 

técnica de IFI en cuerpos iniciales vivos teñidos con tinción vital, la cual penetra 

a las células por difusión pasiva, y por medio de las esterasas citoplasmaticas 

catalizan la hidr lisi s convirtiendo el compuesto en fluoresce na li re (diacetato 

de succinimidil  ster  car o xi-fluoresce na CFD  se Molecular Pro es, 

Invitrogen), asegurando que las membranas de los CI se mantengan intactas se 

utilizaron los anticuerpos anti-VirB9 producidos en los conejos y un segundo 

anticuerpo marcado con Dyligth 594 (Jackson) observándose las células viables 

que presentan florescencia para la IFI es decir los anticuerpos reconocieron la 

proteína en la superficie del Anaplasma marginale vivo el cual presentaba las 

membranas intactas, comprobando la localización celular de VirB9. 
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Figura 31. Localización celular de la proteína. A) Tinción vital células muertas suero 
preinmunización  B) IFI células muertas suero preinmunización C) Tinción vital células 
muertas suero anti-VirB9 D) IFI células muertas suero anti-VirB9 E) Tinción vital células vivas 
suero preinmunización F) IFI células vivas suero preinmunización G) Tinción vital células 
vivas suero anti-VirB9 H) IFI células vivas suero anti-VirB9.   
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8. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

La ubicación de la proteína VirB9 en aislados mexicanos de A. marginale se 

logro mediante análisis in silico y ensayos biológicos, siendo el primer ensayo 

donde se reporta la ubicación de esta proteína del sistema homólogo de 

secreción tipo IV en la superficie externa de A. marginale. El cual infecta los 

glóbulos rojos de bovinos causando una alta morbilidad y mortalidad, estudios 

recientes en la búsqueda de antígenos inmunorelevantes se centran en 

proteínas de bajo o nulo polimorfismo, que sean codificadas por un solo gen y 

que tengan un papel en la virulencia y/o la supervivencia de los patógenos 

dentro de sus hospederos. Las proteínas del sistema de secreción tipo IV 

(SSTIV) son un sistema de translocación de ADN y proteínas entre bacterias y 

entre bacterias y hospederos en el caso de bacterias intracelulares, de manera 

que se relacionan con la invasión, permanencia y virulencia en bacterias Gram 

negativas (Bao et al., 2009). Proteínas del SSTIV se han descrito en 

microorganismos relacionados como Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. 

ruminantium, Anaplasma phagocytophilum, A centrale entre otros (Rikihisa et al., 

2009; Felek et al., 2003).  

La proteína VirB9 del SSTIV es reconocida en la técnica de ELISA por IgG2 de 

animales vacunados con fracciones de membranas (López et al., 2007)  o 

naturalmente infectados con A. marginale (Araújo et al., 2008) por lo que se ha 

propuesto como candidato vacunal. VirB9 llena muchos de los criterios arriba 

mencionados, pero a la fecha se desconoce su ubicación en la rickettsia.  

Aún cuando ya se habían publicado las secuencias de VirB9 para aislados de 

Estados Unidos y Brasil, antes de este trabajo, no existía información en los 

aislados mexicanos. En el presente trabajo primero, se verificó la presencia de 

VirB9 en 6 aislados mexicanos; a partir de ADN genómico de seis aislados, se 

amplificó un segmento de aproximadamente 850 pb (Figura 6), consistente con 

lo publicado para este gen en el genoma de la cepa St. Maries (Brayton et al., 

2005). Segundo, se corroboró la homología de éstos con los previamente 

publicados; los productos de PCR de VirB9 de tres aislados (Aguascalientes, 
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Tizimin y Yautepec) fueron clonados y secuenciados; a pesar de que se 

observaron variaciones a nivel de nucleótidos entre los tres aislados clonados, 

una vez que se convirtieron a aminoácidos, las secuencias coincidieron al 100% 

(Figura 7); de la misma forma, las secuencias de VirB9 de los aislados 

mexicanos coinciden al 100% (Figura 13) con las secuencias publicadas para 

aislados de EEUU, Brasil y Puerto Rico (López et al., 2007; Vidotto et al., 2008), 

esto es consistente con el criterio deseado y con lo esperado. La secuencia de 

aminoácidos fue sometida a una serie de análisis in silico, la ausencia de 

dominios transmembranales, hélices transmembranales, predicción de 

hidrofobicidad y la predicción de la estructura secundaria de la proteína sugieren 

que dicha proteína no se encuentra anclada a la membrana de la rickettsia, pero 

sí que probablemente se encuentra asociada a otras proteínas que conforman el 

SSTIV. Aunque se ha reportado que esta proteína se ubica en el espacio 

periplásmico de algunos patógenos, en Anaplasma phagocytophilum se describe 

su presencia en la superficie de la membrana externa (Ge y Rikihisa 2007; 

Sivanesan et al., 2010). En el caso de A. tumefaciens se sugiere que VirB9 está 

localizada en la membrana interna, en el espacio periplásmico y se le atribuye 

que estabiliza otras proteínas VirB, donde también participa como puesto de 

control en la selección de sustratos del periplasma a la membrana externa y 

participa en el ensamble de este sistema. Para el caso de Helicobacter pylori, el 

homólogo VirB9 se asocia a una estructura filamentosa que sobresale de la 

envoltura bacteriana (Jakubowski et al., 2005; Christie 1997). Nuestros 

resultados identificaron un péptido señal similar a lo reportado en A. 

phagocytophilum y E. chaffensis señal que permite la translocación de la 

proteína VirB9 a la membrana. Asimismo, se observa un dominio CagX, 

presente en proteínas de transferencia conyugal, dicho dominio coincide para 

otras proteínas VirB9 de microorganismos relacionados. Se propone que la 

inhibición de la función de esta proteína puede inhibir la supervivencia 

intracelular de microorganismos como en E. canis (Felek et al., 2003) por estos 

hechos algunos autores la proponen como candidato vacunal en E. canis y A. 

marginale (Felek et al., 2003; Vidotto et al., 2008; Araujo et al., 2008). 
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En estudios previos se mostró que animales inmunizados con membranas de A. 

marginale o naturalmente infectados, reconocían rVirB9 en forma específica 

(López et al., 2007; Araujo et al., 2008); Sin embargo, hasta ahora no se ha 

usado en la inoculación de bovinos, sea en su forma nativa o recombinante. En 

el presente estudio, tampoco se realizó la inoculación con la proteína ya que no 

fue el objetivo, sin embargo, la proteína recombinante si es reconocida en 

inmunoblot por anticuerpos de un bovino inmunizado con cuerpos iniciales y 

protegido contra el desafío heterólogo (Figura 28). Uno de los criterios que 

también deben considerarse al seleccionar una proteína con potencial vacunal, 

es su capacidad inmunogénica. Al análisis de la secuencia por programas como 

Antigenic, BCEPred y ABCPred, se detectaron varios epitopos de tipo B y 

regiones antigénicas, es decir secuencias de aminoácidos que teóricamente 

pueden estimular la producción de anticuerpos. Dos de estas secuencias de diez 

aminoácidos fueron sintetizadas en forma comercial y ligadas a KLH para la 

producción de anticuerpos en conejos. Las respuestas de los conejos a estos 

péptidos fue muy pobre aún después de 12 inoculaciones. Conejos tuvieron que 

ser inoculados con la proteína recombinante a la que sí respondieron después 

de 3 inoculaciones con 100µg en cada ocasión. La razón por la que los conejos 

no respondieron como se esperaba no la sabemos pero se puede especular, 

desde que los epitopos no son lo suficientemente inmunogénicos, la proteína 

acarreadora (KLH) pudo ser demasiado antigénica y desviar la respuesta inmune 

hacia epitopos de KLH más que hacia los de VirB9. Aún cuando la proteína 

recombinante se encontraba en forma de cuerpos inclusión en las células 

usadas para expresión de la proteína, después de un proceso de solubilización, 

la proteína sí fue reconocida por el suero del bovino inmunizado. En ensayos de 

inmunofluorescencia, al usar los sueros de los conejos inmunizados con la 

proteína recombinante, estos reconocieron el A. marginale en una lamina de 

glóbulos rojos infectados por medio de la técnica de inmunofluorescencia 

indirecta, Para la localización celular de la proteína se utilizaron cuerpos iniciales 

vivos donde se verificó el reconocimiento de los anticuerpos anti-VirB9 

producidos en los conejos, estos ensayos nos permitieron corroborar que las 
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membranas de los cuerpos iniciales se encontraban intactas y que los 

anticuerpos reconocen la proteína, la cual se encuentra en la superficie externa 

de la rickettsia, fortaleciendo el postulado de utilizar esta proteína como agente 

vacunal. A la fecha, a pesar de los estudios que se han hecho con esta proteína, 

este trabajo es el primer reporte de la ubicación VirB9 en Anaplasma marginale.  

Se propone corroborar la ubicación de la proteína VirB9 por medio de otras 

técnicas microscópicas e inmunomarcaje. Así como evaluar la capacidad 

inmunogénica de la proteína rVirB9 en bovinos y estudiar otras proteínas 

homólogas del SSTIV con la finalidad de conocer la función, estructura y 

ubicación de las proteínas del sistema de secreción tipo IV, para estos trabajos 

se puede echar mano de las herramientas bioinformaticas buscando proteínas 

conservadas en los diferentes aislados de regiones geográficas distantes, las 

cuales sean codificadas por un solo gen y con características inmunorelevantes 

ya que la vacunación sería una forma de proteger y controlar los brotes de la 

enfermedad.  
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10. ANEXOS  

Anexo 1. Secuencia de nucleótidos, gen VirB9 en formato FASTA de tres 

aislados mexicanos.  

 

>AGUASCALIENTES 840 pb 

ATGAATTTCTATAAAAACTTGCTTGCGTGCTCGGCTCTACTGACCGTTGTTTTTACAGGA

GGTGTGGCACAGTCTGCCGTAAGCGGTGGTGCACCTGTGTCTGTAGACAGTAGGATCAAA

ACCTTTGTATACAGCCCGAACGAGATATTTACCGTTGTGTTTAACCACGGGTATCACTCG

TTTATAGAGTTCTCCAAAGGTGAGACCATAAAAGTGATGGCTATGGGAGACAGCGTTCAC

TGGAAGGTAAAGCCCGTAGATAACAAACTGTTCATTATGCCACTGGAGAGGGAAGGCAAG

ACAAATATGCTGGTAGAAACCAACAAAGGCAGGAGCTACGCTTTTGATCTTGTTTCAAAG

TCTGCTGGTCCTGATGCCGCGGGGTATAAAGAAGTGGCGGATGAGCTCGGCAGGGTGGAC

TCCCCCCTGTTGGATATGGCCTACGTGGTGCGTTTTTACTACCCGGATAATAACAGGGAG

TTCGATCTAAAAGGGGCCGGGCTGGCGGACTTGTCTGCTCCGAGCTTGGCAAAGAACCCC

AACAGTGGCGAGGTTACTGTGCGCCCGAATGCAACTGGCAAGAATTATGTATACTCTGCA

AGCAGCGCTGATGCAACAATAGTCCCTGTGAAAACTTTTGATGATGGGGCCCTTACATAT

TTTCAGTTCTATGACAATAACAAGGTGATCCCAAAAGTGTTTTCTGTGGGCAGACATGGC

AAAAAAGTGCCATGCAGGATGTTGCTACTTAAGGGCTATGTAATAATCGAAGGAGTCCAC

AAGCGGCTGTACCTTGACTACGGCAAGAGTGGCGTCGAAGTAGTGAATACGGTGCTTTAG 

 

>YUCATAN 840 pb 

ATGAATTTCTATAAAAACTTGCTTGCGTGCTCGGCTCTACTGACCGTTGTTTTTACAGGA

GGTGTGGCACAGTCTGCCGTAAGCGGTGGTGCACCTGTGTCTGTAGACAGTAGGATCAAA

ACCTTTGTATACAGCCCGAACGAGATATTTACCGTTGTGTTTAACCACGGGTATCACTCG

TTTATAGAGTTCTCCAAAGGTGAGACCATAAAAGTGATGGCTATGGGAGACAGCGTTCAC

TGGAAGGTAAAGCCCGTAGATAACAAACTGTTCATTATGCCACTGGAGAGGGAAGGCAAG

ACAAATATGCTGGTAGAAACCAACAAAGGCAGGAGCTACGCTTTTGATCTTGTTTCAAAG

TCTGCTGGCCCTGATGCCGCGGGGTATAAAGAAGTGGCGGATGAGCTCGGCAGGGTGGAC

TCCCCCCTGTTGGATATGGCCTACGTGGTGCGTTTTTACTACCCGGATAATAACAGGGAG

TTCGATCTAAAAGGGGCCGGACTGGCGGACTTGTCTGCTCCGAGCTTGGCAAAGAACCCC

AACAGTGGCGAGGTTACTGTGCGCCCGAATGCAACTGGCAAGAATTATGTATACTCTGCA

AGCAGCGCTGATGCAACAATAGTCCCTGTGAAAACTTTTGATGATGGGGCCCTTACATAT

TTTCAGTTCTATGACAATAACAAGGTGATCCCAAAAGTGTTTTCTGTGGGCAGACATGGC

AAAAAAGTGCCATGCAGGATGTTGCTACTTAAGGGCTATGTAATAATCGAAGGAGTCCAC

AAGCGGCTGTACCTTGACTACGGCAAGAGTGGCGTCGAAGTAGTGAATACGGTGCTTTAG 

 
>MORELOS 840 pb 

ATGAATTTCTATAAAAACTTGCTTGCGTGCTCGGCTCTACTGACCGTTGTTTTTACAGGA

GGTGTGGCACAGTCTGCCGTAAGCGGTGGTGCACCTGTGTCTGTAGACAGTAGGATCAAA

ACCTTTGTATACAGCCCGAACGAGATATTTACCGTTGTGTTTAACCACGGGTATCACTCG

TTTATAGAGTTCTCCAAAGGTGAGACCATAAAAGTGATGGCTATGGGAGACAGCGTTCAC
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TGGAAGGTAAAGCCCGTAGATAACAAACTGTTCATTATGCCACTGGAGAGGGAAGGCAAG

ACAAATATGCTGGTAGAAACCAACAAAGGCAGGAGCTACGCTTTTGATCTTGTTTCAAAG

TCTGCTGGCCCTGATGCCGCGGGGTATAAAGAAGTGGCGGATGAGCTCGGCAGGGTGGAC

TCCCCCCTGTTGGATATGGCCTACGTGGTGCGTTTTTACTACCCGGATAATAACAGGGAG

TTCGATCTAAAAGGGGCCGGACTGGCGGACTTGTCTGCTCCGAGCTTGGCAAAGAACCCC

AACAGTGGCGAGGTTACTGTGCGCCCGAATGCAACTGGCAAGAATTATGTATACTCTGCA

AGCAGCGCTGATGCAACAATAGTCCCTGTGAAAACTTTTGATGATGGGGCCCTTACATAT

TTTCAGTTCTATGACAATAACAAGGTGATCCCAAAAGTGTTTTCTGTGGGCAGACATGGC

AAAAAAGTGCCATGCAGGATGTTGCTACTTAAGGGCTATGTAATAATCGAAGGAGTCCAC

AAGCGGCTGTACCTTGACTACGGCAAGAGTGGCGTCGAAGTAGTGAATACGGTGCTTTAG 

 

Anexo 2. Secuencia de Aminoácidos proteína VirB9 de los aislados mexicanos 

secuenciados en formato FASTA. 

>Proteína VirB9  

MNFYKNLLACSALLTVVFTGGVAQSAVSGGAPVSVDSRIKTFVYSPNEIFTVVFNHGYHS

FIEFSKGETIKVMAMGDSVHWKVKPVDNKLFIMPLEREGKTNMLVETNKGRSYAFDLVSK

SAGPDAAGYKEVADELGRVDSPLLDMAYVVRFYYPDNNREFDLKGAGLADLSAPSLAKNP

NSGEVTVRPNATGKNYVYSASSADATIVPVKTFDDGALTYFQFYDNNKVIPKVFSVGRHG

KKVPCRMLLLKGYVIIEGVHKRLYLDYGKSGVEVVNTVL 

 

Anexo 3. Secuencia de aminoácidos proteína VirB9  sin péptido señal en formato 

FASTA 
 

>VirB9 255 aa 

SAVSGGAPVSVDSRIKTFVYSPNEIFTVVFNHGYHSFIEFSKGETIKVMAMGDSVHWKVK

PVDNKLFIMPLEREGKTNMLVETNKGRSYAFDLVSKSAGPDAAGYKEVADELGRVDSPLL

DMAYVVRFYYPDNNREFDLKGAGLADLSAPSLAKNPNSGEVTVRPNATGKNYVYSASSAD

ATIVPVKTFDDGALTYFQFYDNNKVIPKVFSVGRHGKKVPCRMLLLKGYVIIEGVHKRLY

LDYGKSGVEVVNTVL 

Anexo 4. Secuencia de aminoácidos proteína VirB9 que componen el dominio 

CagX 

 
>VirB9 243 aa 

DSRIKTFVYSPNEIFTVVFNHGYHSFIEFSKGETIKVMAMGDSVHWKVKPVDNKLFIMPL

EREGKTNMLVETNKGRSYAFDLVSKSAGPDAAGYKEVADELGRVDSPLLDMAYVVRFYYP

DNNREFDLKGAGLADLSAPSLAKNPNSGEVTVRPNATGKNYVYSASSADATIVPVKTFDD

GALTYFQFYDNNKVIPKVFSVGRHGKKVPCRMLLLKGYVIIEGVHKRLYLDYGKSGVEVV

NTV 
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