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RESUMEN: A partir de la secuenciacion del genoma completo de aislamientos de Anaplasma marginale,
se ha logrado la identificacion de genes que codifican para proteinas de membrana de este hemoparasito y la
identificacion de nuevos inmundgenos, como posibles candidatos vacunales. Sin embargo, se conoce poco
acerca de la variabilidad genética de genes que codifican para proteinas de membrana de aislamientos de
Anaplasma marginale. El objetivo del presente estudio fue determinar el grado de conservacion en la secuencia
nucleotidica de los genes que codifican para las proteinas VirB9, VirB10, la proteina conjugal de transferencia
(CTP) y el factor de elongacion -Tu (Ef-Tu) de un aislamiento cubano de Anaplasma marginale, asi como
de la secuencia deducida de aminoacidos, y compararlas con las descritas para los aislamientos Florida y
Saint Maries de Anaplasma marginale y el aislamiento Israel de Anaplasma (centrale) marginale. La
secuencia de los genes y la secuencia deducida de aminoacidos mostraron alto grado de identidad con las
secuencias descritas para otros aislamientos de Anaplasma marginale.
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Identification of genes codifying for VirB9, VirB10, conjugal transfer protein and elongation
factor Tu of an Anaplasma marginale Cuban isolate

ABSTRACT: From the sequencing of the entire genome of Anaplasma marginale isolates, genes encoding
membrane proteins of this hemoparasite have been identified, as well as novel immunogens as potential vaccine
candidates. However, little is known about the genetic variability of genes encoding membrane proteins of
Anaplasma marginale isolates. The aim of this study was to determine the degree of conservation of the
genes encoding the VirB9, VirB10 proteins, conjugal transfer protein (CTP) and the elongation factor ( Ef-
Tu) in the nucleotide sequence of a Cuban Anaplasma marginale isolate and from the deduced amino acid
sequence and compare them with those described for Florida and Saint Maries Anaplasma marginale isolates
and Anaplasma (centrale) marginale from Israel . The gene and deduced amino acid sequences showed
high degree of identity with the sequences described for other isolates of Anaplasma marginale.
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INTRODUCCION no. La infeccién por este hemoparasito resulta en
rickettsemia ascendente, a partir de las cuatro o cinco
Anaplasma marginale es una bacteria Gram-nega- ~ semanas postinfeccién, con fiebre, anemia, y en oca-

tiva intraeritrocitica obligada que afecta al ganado bovi- siones la muerte. Los animales que controlan la infec-



cién permanecen persistentemente infectados duran-
te toda su vida, y sirven como reservorio de la infeccién
para el resto de los animales (1).

Este microorganismo presenta multiple variabilidad
antigénica, de morfologia, virulencia, transmisibilidad
por garrapatas y habilidad para inducir proteccion cru-
zada contra aislamientos heterélogos, con polimorfismo
a nivel de genoma entre los distintos aislamientos de
A. marginale. De estos, la variabilidad antigénica es
uno de los factores a ser considerados en la evalua-
cién de candidatos para el desarrollo de vacunas (2).

Lainmunizacioén de bovinos con proteinas de mem-
brana puede inducir protecciéon completa contra la en-
fermedad y la infeccion (3). Sin embargo, las proteinas
principales de superficie, inmunodominantes, 1 a 5
(MSP1 a MSP5), las cuales incluyen las proteinas
antigénicamente variables MSP2 y MSP3, no inducen
proteccién equivalente contra la infeccidon por
Anaplasma marginale (4, 5). Debido a que estas pro-
teinas principales de superficie no son protectivas,
varios trabajos han estado dirigidos a identificar protei-
nas de superficie subdominantes y conservadas, in-
cluso aquellas asociadas dentro de la membrana que
pudieran serimportantes componentes de una vacuna
con proteinas de membrana externa (6).

Entre los antigenos subdominantes identificados en
la membrana externa estan las proteinas del Sistema
de Secrecion Tipo 4, del inglés Type four secretion
system (TFSS) (7). Varias de estas proteinas inducen
respuesta de células TCD4*, como la produccién de
interferon gamma (IFN-y), y han sido reconocidas por
IgG2 en ganado inmunizado con vacunas de membra-
na externa (7, 8, 9).

La estructura y funcién de las TFSS de rickettsias
patdgenas, incluyendo la familia Anaplasmataceae, aln
no esta bien definida. Sin embargo, laimportancia de
estas proteinas para estos patégenos, como un posi-
ble factor de virulencia, se infiere a partir de la reten-
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ciony conservacion de las proteinas entre las diferen-
tes especies de rickettsias que han sufrido una evolu-
cion reductiva (10).

El presente trabajo tiene como objetivo amplificar y
secuenciar los genes que codifican para las proteinas
VirB9, VirB10, CTP y Ef-Tu de un aislamiento cubano
de Anaplasma marginale.

MATERIALESY METODOS

Aislamiento de Anaplasma marginale: la ex-
traccion del ADN de A. marginale se realiz6 a partir
de sangre de un animal esplenectomizado, experi-
mentalmente infectado con el aislamiento Habana de
Anaplasma marginale. La sangre fue lavada con PBS
y conservada en 30% de glicerol a -20°C hasta su
uso. El ADN se purifico utilizando el Kit Blood and
Tissue DNA Purification Puregene Genta System
(QIAGEN).

Genes amplificados por PCR y anélisis de las
secuencias: El ADN del aislamiento Habana de A.
marginale se utilizé para la amplificacién de los genes
virB9, virB10, CTPy Ef-Tu, mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). La secuencia de los
cebadores utilizados aparece en la Tabla 1.

Las reacciones de amplificacion por PCR se reali-
zaron en un volumen final de 50ul, conteniendo 50ng
de ADN, 0.4uM de cada cebadory 1X GoTaq® Green
Master Mix (Promega®, Madison, USA). Las condi-
ciones de amplificacion fueron las siguientes: 94°C du-
rante 5 min, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 min,
55°C por 1 min, 68°C por 1 miny una extension final
de 72°C durante 10 min, en un Thermal Cycler Gene
Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer).

Los resultados del PCR se aplicaron en geles de
agarosa (Sigma) al 1%, en tampén TBE 0.5 X; se co-
rrieron a 100 Volts y 50mA, en camara de electroforesis
«Maxiphor 2012» (LKB Bromma) durante 35 minutos

TABLA 1. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion de los genes virB9, virB10, CTP y Ef-Tu del
aislamiento Habana de Anaplasma marginale./ Sequences of primers used for the amplification of virB9, virB10, CTP

and Ef-Tu genes of Havana isolate of A. marginale.

Genes Cebador Foward 5'- 3 Cebador Reverso 5™- 3 Ref.
virB9 | ATGAATTTCTATAAAAACTTGCTTGCG AAGCACCGTATTCACTACTTCGAC? )
virB10 | TTGAGTTTAGGGATGTCAGACGAAACCAAGG CCTACGCACCGCCTCCCTAG ? 7
CTP | ATGAAAAAGGCTTTCATGGTTTGTGCTGTAGCGC | CCCACGTCCCCTTCTG? 7
Ef-Tu | ATGACAGAAGGGAGAAAGCC CTACTCCAAAATCTCAGTTATGATAC (11)

#Los cebadores reverso no contienen la secuencia FLAG de 30-nucleétidos descrita por Lopez et al. (7).
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entampodn de corrida (TBE 0.5X) que contenia Bromuro
de Etidio (0.5ug/ml). Los resultados se visualizaron en
un transluminador de luz ultravioleta «Macro Vue»
(Pharmacia) y se fotografiaron con cdmara digital
(Olympus) de 10 megapixel. Se utiliz6 un marcador de
peso molecular de 1kb (DNA Ladder, Promega).

Los productos amplificados se purificaron con el
Kit QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) y se cuan-
tificaron utilizando el Thermo Scientific NanoDrop 200
Spectophotometer.

Secuenciacion delos fragmnetos amplificados:
Los fragmentos amplificados fueron secuenciados
utilizando el Kit BigDye Terminator (Applied
Biosys-tems), en el equipo ABI 3130, Applied
Biosystems. Para cada gen se realizaron tres reaccio-
nes de secuenciacion con los mismos cebadores que
se utilizaron para la amplificacién de los genes. Las
secuencias se ensamblaron y se generd la secuencia
consenso utilizando el programa Chromaspro 1.5y la
secuencia deducida de amino&cido se obtuvo median-
te el programa MEGA 4 (12). Las secuencias se depo-
sitaron en el GenBank.

Posteriormente, se compararon con las secuencias
de nucledtidos y aminoacidicas disponibles en el
GenBank, utilizando el programa Blastn (http://
blast.ncbi.nim.nih.gov/blastn). El alineamiento multiple
entre las secuencias se realiz6 en el programa
CLUSTALW (ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

RESULTADOSY DISCUSION

A partir de la amplificacion de los genes del aisla-
miento Habana de Anaplasma marginale, se obtuvie-
ron amplicones de 840pb, 1338pb, 812pb, 1118pb,
correspondientes a virB9, virB10, CTP y Ef-Tu, res-
pectivamente (Fig. 1), lo que coincide con las tallas
descritas por Vidotto et al. (13) para el gen virB9, y por
Lopez et al. (7) para el resto de los genes.

Las secuencias de los genes virB9, virB10, CTP
y Ef-Tu se depositaron en el GenBank con niumero
de Acceso: virB9: KC147012, virB10: KC204749,
CTP: KC147013y Ef-Tu: KC138227. El analisis de la
secuencia nucleotidica de estos genes mostré alta
identidad con la secuencia descrita para otros aisla-
mientos de Anaplasma marginale y valores de identi-
dad menores para la secuencias de estos genes de
un aislamiento de Anaplasma (centrale) marginale
(Tabla 2).

La comparacion de la secuencia deducida de
aminoacidos de estas proteinas del aislamiento cuba-
no, con las secuencias de las cepas Florida y St. Maries,
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FIGURA 1. Amplificacion por PCR de los genes virB9,
virB10, CTPy Ef-Tu dd aidamiento Habana de Anaplasma
marginale. 1: Marcador de1 kb DNA Ladder (Promega); 2:
genevirB9; 3: genevirB10; 4: gene CTP; 5: gene Ef- Tu; 6:
Control de agua./ PCR amplification of virB9 , virB10 ,
CTP and Ef-Tu genesfrom Anaplasma marginale Havana
isolate. 1: Marker 1 kb DNA ladder (Promega) ; 2: virB9
gene; 3: virB10 gene ; 4: CTP gene ; 5: Ef-Tu gene ; 6:
Water contral.

TABLA 2. Porcentaje de identidad entre las secuencias
nucleotidicas de los genes virB9, virB10, CTP y Ef-Tu
del aidamiento Habana de Anaplasma marginale
(AMHB) comparada con dos aisamientos de Estados
Unidos, Florida (AMF) y St. Maries (AMSM), y A.
(centrale) marginale de Israd (ACI)./ Identity
percentage between the nucleotide sequences of the
genes virB9 , virB10 , CTP and Ef -Tu of Anaplasma
marginale Havana isolate (AMHB) compared with two
United States isolates, Florida (AMF) and St. Maries
(AMSM), and A (centrale) marginale Israel.

AMHB AMHB AMF AMSM ACI %
GenBank % %
virB9 | KC147012.1 | 100 99 86
virB10 | KC204749.1 99 99 85
CTP | KC147013.1 98 94 91
Ef-Tu | KC138227.1 99 99 89

mostré valores entre 100 y 98% de identidad y con el
aislamiento de A. (centrale) marginale mostr6 un 98%
para las proteinas CTP y Ef-Tuy valores menores entre
90y 92% para VirB9 y VirB10 (Tabla 3). Estos resulta-
dos coinciden con los obtenidos por Guedes-Junior et
al. (11), cuando estudiaron algunas de estas proteinas.


https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237

TABLA 3. Porcentaje de identidad de la secuencia
deducida de aminoacidos de las proteinas VirB9,
VirB10, CTP y Ef-Tu del aislamiento Habana de
Anaplasma marginale (AMHB) comparada con la
secuencia de los aislamientos Florida (AMF) y St.
Maries (AMSM), y A. (centrale) marginale de Israel
(ACI)./ Identity percentage of deduced amino acid
sequence of VirB9 , VirB10 , CTP and Ef -Tu proteins
of Anaplasma marginale Havana isolation (AMHB)
compared with the sequence of Florida (AMF) and St.
Maries (AMSM) isolates and A. (centrale) marginale
Israel isolate (ACI ) .

AMHB AMHB AMF AMSM ACI %
GenBank % %
VirB9 | AGC65496.1 | 100 100 92
VirB10 | AGC54531.1 98 99 90
CTP | AGC65497.1 99 99 98
Ef-Tu | AGC65495.1 | 100 100 98

Lopez et al. (7) compararon las secuencias deduci-
das de aminoécidos de VirB9, VirB10 y CTP de A.
phagocytophilum, E. chaffeensis, y E. canis con las
secuencias de estas proteinas del aislamiento St.
Maries de A. marginale, y obtuvieron 55%, 53%, y 54%
de identidad, respectivamente para VirB9; 60%, 51%,
y 51% de identidad para VirB10, y 74%, 66%, y 66%
de identidad para CTP. Como era de esperar, la com-
paracion de estas proteinas entre A. marginale y A.
phagocytophilum mostré el mas alto grado de relacion.

La secuencia deducida de aminoacidos de la pro-
teina VirB9 del aislamiento Habana mostré 100% de
identidad con esta proteina de los aislamientos Florida
y St. Maries. Esto coincide con los resultados obteni-
dos por Lopez et al. (7), quienes encontraron 100% de
identidad de VirB9 para los aislamientos Florida y St.
Marie, y plantearon que el algoritmo de prediccién de
la topologia calculado para VirB9 es similar al de una
proteina de membrana externa o una proteina asocia-
da ala superficie. Estas predicciones coinciden con
la localizacion en la superficie de otras proteinas per-
tenecientes al TFSS en otras bacterias, segun lo plan-
teado por Christie et al. (14).

La conservacion genética y antigénica de una pro-
teina protectiva es importante para su eficacia como
vacuna. Las proteinas VirB9, VirB10y CTP son com-
ponentes de la fraccion de membrana externa de A.
marginale y son altamente conservadas, por lo que
pueden ser candidatos mas apropiados para vacunas
que MSP2y MSP3. Lopez et al. (7) mostraron que en
bovinos inmunizados con membrana externa, estas tres
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proteinas produjeron significante proliferacion de
linfocitos TCDA4*, segregacion de IFN-yy produccion
de 1gG2, respuesta inmune asociada con inmunidad
protectiva (3).

Por su parte, Aradjo et al. (15) y Vidotto et al. (13)
sugieren la conservacion de VirB9y VirB10 entre dife-
rentes aislamientos de A. marginale y demuestran que
estas proteinas son reconocidas por anticuerpos de
bovinos infectados de forma natural y experimental.

La proteina EF-Tu fue previamente clasificada como
una proteina citoplasmatica, pero el andlisis in silico,
mediante el programa TMHMM, la sugiere como una
proteina anclada a la membrana externay expuesta al
ambiente extracelular (8). Esta proteina es una enzi-
ma perteneciente a la familia de las hidrolasas,
involucrada en la sintesis de proteinas que promueve
la elongacion de la cadena durante la sintesis
polipedtidica en el ribosoma.

Araujo et al. (15) y Lopez et al. (8) expresaron EF-
Tuen E. coliy la proteina recombinante fue capaz de
inducir una respuesta proliferativa de linfocitos Ty titu-
los de IgG2 superiores a lgG1, demostrando su capa-
cidad para la inmunoestimulacion.

La secuencia deducida de aminoacidos de EF-Tu
de un aislamiento de Brasil mostr6 100% de identidad
con la secuencia de aislamientos americanos y 97% de
identidad con un aislamiento de A. (centrale) marginale
(11). La secuencia inducida de aminoacido del aisla-
miento Habana mostr6 100% de identidad con los aisla-
mientos Florida y St. Maries y 98% con el aislamiento
de A (centrale) marginale. Segin Guedes-Junior et al.
(11), esta proteina es importante como un posible
antigeno candidato vacunal, ya que muestra un alto por-
centaje de homologia en la secuencia deducida de
aminoécidos, entre diferentes aislamientos estudiados
y el gen es considerado como altamente conservado.
Esto corrobora los resultados obtenidos por Araudjo et
al. (15), quienes publicaron la conservacién de este gen;
ademas, es capaz de estimular la proliferacion de
linfocitos T, segun Lopez et al. (8).

Las proteinas del TFSS transportan macromoléculas
através de lamembrana de manera ATP dependiente
y estan relacionadas con el sistema de conjugacion
en las bacterias Gram-negativas (16). Debido a su lo-
calizacion en la superficie celular, a ser altamente con-
servadas y requeridas para la supervivencia intracelular,
las proteinas del TFSS son blancos importantes de la
investigacion inmunologica en las bacterias Gram ne-
gativas (7). Su funcién en A. marginale no se ha de-
terminado, pero en un patdgeno que se encuentra bajo
evolucion reductiva, la retencion de estos genes indica
su requerimiento para la invasion y la supervivencia
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dentro del eritrocito y/o las células de garrapatas (10),
por lo que recomendamos se continden los estudios
de evaluacién de estas proteinas como posibles can-
didatos vacunales para A. marginale.
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