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RESUMEN: La anaplasmosis bovina es una enfermedad causada por la rickettsia Anaplasma marginale.
Las principales proteinas de superficie de esta bacteria, codificadas por genes con secuencias conservadas,
constituyen candidatos potenciales para vacunas. Dentro de estas proteinas, MSP1la se expresa por un gen
de simple copia (mspla) y su peso molecular varia entre aislados de 4. marginale de diferentes regiones
geograficas debido a la presencia, en nimero variable, de una secuencia de 28-29 aminoacidos repetida en
tandem. En el presente estudio se analizaron las secuencias de los repetidos y del microsatélite de la proteina
MSP1la de dos aislados de 4. marginale provenientes de bovinos de una granja de la region occidental de
Cuba. Ambos aislados pertenecen al genotipo G y el aislado 21G presenta los repetidos T-B-B-C y el 25G los
tipos T-C. El analisis de estas secuencias repetidas resulta muy importante, pues incluyen marcadores para la
transmisibilidad por garrapatas y son de gran valor para el desarrollo de un futuro candidato vacunal contra
este hemoparasito.
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Analysis of major surface protein 1a sequence in Cuban isolates of Anaplasma marginale

ABSTRACT: The bovine anaplasmosis is a disease of cattle caused by the rickettsia Anaplasma marginale.
The major surface proteins encoded by genes with conserved sequences are potential candidates for vaccines.
Among these proteins, MSP1a is expressed by a single copy gene (mspla.). The molecular weight of MSP1a
varies among A. marginale isolates from different geographical regions due to the presence, in a variable
number, of a sequence of 28-29 amino acids in tandem repeats. In the present study, the sequences of the
repeats and of the microsatellite of the protein MSPIla of two isolates of A. marginale from bovines in a farm
of the Cuban western region were examined. Both isolates belongs to the genotype G, and the isolate 21G
presented the repeats T-B-B-C and the 25G of the types T-C. The analysis of these repeated sequences are
very important because they include markers for transmissibility by ticks and are of great value for the future
development of a vaccine candidate against this hemoparasite.
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INTRODUCCION Se han identificado y caracterizado varias protei-
_ . _ nas de superficie de A. marginale que estan
Anaplasma marginale es una rickettsia Gram ne- involucradas en la interaccion con los hospederos

gativa, que se transmite por la garrapata Rhipicephalus vertebrados e invertebrados (3).
(Boophilus) microplus (1), y se considera el vector bio-
I6gico mas importante en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo (2).

Muchos aislados de A. marginale de diferentes ori-
genes geograficos difieren en la secuencia de las pro-



teinas, en las caracteristicas antigénicas y en su habi-
lidad para ser transmitidas por garrapatas (4). La diver-
sidad genética de aislados de A. marginale provenien-
tes de eritrocitos bovinos, se ha caracterizado a partir
de las secuencias de los genes que codifican para las
proteinas principales de superficie (MSP), varias de
las cuales han demostrado estar involucradas en las
interacciones patdgeno-célula hospedera (5).

La proteina MSP1a es una de las seis proteinas
principales de superficie descritas para A. marginale,
la cual es codificada por un gen de simple copia, con-
servado durante la multiplicacién en el bovino y las
garrapatas (6).

La proteina MSP1a de aislados de A. marginale,
procedentes de diferentes regiones geograficas, difie-
re en su peso molecular debido al numero variable de
secuencias repetidas en tandem de 23 -31 aminoacidos
que estas presentan. Se ha demostrado que esta pro-
teina es un marcador estable para la identificacion de
aislados (7, 8).

Los estudios previos demuestran que la proteina
MSP1a de A. marginale esta sometida a seleccion
positiva (6) y el andlisis de los repetidos proporciona
evidencias de co-evolucion del patégeno en las garra-
patas (3).

El objetivo del presente estudio fue analizar las se-
cuencias de los repetidos y del microsatélite de la pro-
teina MSP1a de dos aislados de A. marginale prove-
nientes de bovinos de una granja en la regién occiden-
tal de Cuba.

MATERIALESY METODOS

Seleccidn de las muestras: Se trabajo con dos
muestras de sangre de bovinos, provenientes de una
granja de la region occidental de Cuba. Los animales
no presentaban signos clinicos tipicos de la enferme-
dad. Se les realiz6 el diagndstico de A. marginale a
partir de la amplificacién por nPCR del gen msp5 de
este hemoparasito, segun el protocolo descrito por
Torioni et al., (9) (resultados no publicados) y se les
denomind aislamiento 21G y 25G.

Extraccién de ADNy amplificacién por PCR del
gen msplao: La extraccion del ADN gendmico se reali-
z6 con el estuche comercial Blood and Tissue DNA
Purification Kit (QIAGEN), segun las indicaciones del
fabricante y la concentracion del ADN extraido se deter-
miné en un equipo NanoDrop (200 Spectrophotometer).
Para la amplificacion del gen msp1o se utilizaron los
cebadores descritos por Palmer et al. (10) (Sentido:
5'GTGCTTATGGCAGACATTTCC3"; antisentido:
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5'"CTCAACACTCGCAACCTTGGS3"). Lareacciénde
amplificacion se realizé en un volumen final de 50 pl,
conteniendo 50 ng de ADN, 0.4 uM de cada cebador
y 1X GoTag® Green Master Mix (Promega®, Madison,
USA). Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: 95°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos
de 95°C por 2 min, 58°C por 30 seg, 72°C por 1 miny
una extension final de 72°C durante 10 min, en un
ThermalCycler GeneAmp PCR System 9700 (Perkin
Elmer).

Los resultados del PCR se aplicaron en geles de
agarosa (Sigma) al 1%, en tampon TBE 0.5 X; se co-
rrieron a 100 Volts y 50mA, en camara de electroforesis
Maxiphor 2012 (LKB Bromma) durante 35 minutos en
tampon de corrida (TBE 0.5X) que contenia Bromuro
de Etidio (0.5 pg/ml). Los resultados se visualizaron
en un transiluminador de luz ultravioleta y se fotogra-
fiaron con camara digital (Olympus). Se utilizé un mar-
cador de peso molecular de 1kb (DNA Ladder, Promega).

Los productos amplificados se purificaron con el
estuche comercial QlAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN) y se cuantificaron utilizando el equipo
NanoDrop (200 Spectrophotometer).

Secuenciacion de los fragmentos amplificados:
Los fragmentos amplificados se secuenciaron utilizan-
do el estuche comercial BigDye Terminator (Applied
Biosystems), en un equipo ABI 3130, Applied
Biosystems. Para cada aislado se realizaron tres re-
acciones de secuenciacion con los mismos cebadores
que se utilizaron para la amplificacion del gen msp1a.

El ensamblaje y edicion de las secuencias se rea-
liz6 con el programa Sequencher Versién 4.8 Demo
(Gene Codes Corporation). La secuencia deducida de
aminoacidos se obtuvo a través del sitio web Swissprot
Expassy (http://web.expasy.org/translate/). Las se-
cuencias se depositaron en el GenBank. Posteriormen-
te, se compararon con las secuencias de nucleétidos
y aminoacidicas disponibles en el GenBank, utilizan-
do el programa Blastn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/
blastn).

Clasificacién de los aislados de A. marginale:
Parala el analisis de las secuencias obtenidas se tuvo
en cuenta la clasificacion de las secuencias repetidas
en tandem (del inglés Sequence Repeat Tandem, SRT)
y se denominaron segun la nomenclatura propuesta
porAllred etal. (7) y de la Fuente et al. (8). La secuen-
cia del microsatélite se utilizd para asignar un genotipo
siguiendo el sistema de Estrada-Pefia et al. (11). Para
calcular la distancia entre entre Shine-Dalgarno (SD) y
el coddn de inicio de la transcripcion (ATG) se utilizo la
férmula (4 x m) + (2 x n) + 1 y segun su estructura se
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clasificaron los aislamientos como genotipos, identifi-
cados por letras entre Ay K (11,12).

RESULTADOSY DISCUSION

Las secuencias obtenidas para el gen msp1o de
Anaplasma marginale de los dos aislados cubanos en
estudio (21G y 25G) se depositaron en el GenBank
con los numeros de acceso KT732269 y KT732270,
respectivamente. En el analisis de la secuencia del
microsatélite se encontré que ambos aislados perte-
necen al genotipo G (Tabla 1).

Estos resultados coinciden con Estrada-Pefa et
al. (11), quienes encontraron el genotipo G en el 68%
(n=115) de los aislados de A. marginale, procedentes
de varios paises en todos los continentes. El
microsatélite se localiza en la region 5°'UTR de MSP1a,
entre la secuencia de Shine-Dalgarno y el codén de
inicio de la transcripcién (ATG). Este tiene dos tipos
de secuencia: (G/ATTT)my (GT)n. Las diferentes se-
cuencias del microsatélite producen distancias entre
SDy el ATG entre 19 y 29 nucleétidos, pero la distan-
cia de 23 nucledtidos es predominante en todas las
regiones estudiadas por Estrada-Pefia et al. (11). Es-
tos autores plantean que esta region esta implicada
en la regulacion de los niveles de expresion de la pro-
teina MSP1a y demostraron que la expresion de la
proteina fue menor en construcciones, expresadas en

Escherichia coli, para cepas con 19 nucleétidos de
distancia entre SD y el ATG; sin embargo, no se ob-
servaron diferencias entre construcciones de las ce-
pas con distancias entre 23 y 29 nucleétidos entre SD
y el ATG, lo que podria afectar la expresién de MSP1a,
que varia durante la multiplicacion de A. marginale en
las células de garrapatas y en los eritrocitos bovinos,
la infeccidn por el patdgeno y la transmisién (13).

Con relacion a los repetidos en tandem encontra-
dos en la proteina MSP1a de los aislados en estudio,
el repetido T esta presente en ambos aislados en la
posicion R1, segun lo descrito por Estrada-Pefia et al.
(11), y el resto de los repetidos (C-B-F) es diferente
para los dos aislados (Tabla 2). Cuando se comprara
el tipo de repetidos de estos aislados con los descri-
tos por Corona et al. (14) para otro aislado cubano
(HA), de la region occidental, pero de una granja dife-
rente, se puede observar que el repetido B esta tam-
bién presente en el aislado 21G, pero con diferente
numero de repeticiones (Tabla 2).

En este sentido, de la Fuente et al. (15) caracteri-
zaron 11 aislamientos de Oklahoma, y encontraron di-
ferencias en las secuencias de este gen para todos
los aislamientos. Se conoce que la proteina MSP1a
de diferentes aislados difiere en el peso molecular de-
bido al numero variable de repeticiones en tandem de
23-31 aminoacidos (7, 10).

TABLA 1. Estructura del microsatélite del gen mspla de dos aislados cubanos de A. marginale procedentes de una
granja en la region occidental de Cuba./ Structure of the microsatellite of the gene mspla of two Cuban isolates of A.
marginale from a farm of the Cuban western region.

Aislado  Genotipo m n Distancia en nucleétidos desde SD  Numero de Acceso en el
(G/IATTT) (GT) hasta el ATG GenBank
21G G 3 5 23 KT732269
25G G 3 5 23 KT732270

TABLA 2. Secuencias repetidas en tindem en los aislados Habana (HA) (14), 21G y 25G./ Tandem repeat forms of
MSP1a protein present in the Habana (HA) isolate (14), 21G and 25G.

Tipo de Secuencias (VAN 21G 25G
repetidos
A DDSSSASGQQQESSVSSQSE-ASTSS-QLG-- 1 - -
B ADSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSS-QLG-- 4 2 -
C ADSSSAGGQQQESSVSSQSGQASTSS-QLG-- - - 1
F TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSS-QLG-- - 1 -
T AGSSSAGGQQQESSVSSQSDQASTSS-QLG-- - 1 1
Orden de los repetidos A-B-B-B-B T-B-B-F T-C
NuUmero total de repetidos 5 4 2
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Tal heterogeneidad genética observada entre cepas
de A. marginale en regiones endémicas podria expli-
carse por el movimiento y mantenimiento de diferentes
genotipos de ganado, por los acontecimientos de trans-
mision independiente, debido a la exclusiéon de la in-
feccion por A. marginale en el ganado y las garrapatas
que se traduce en el establecimiento de un unico
genotipo de A. marginale por animal (16).

El repetido B esta entre los repetidos mas comu-
nes en los aislados de A. marginale de América (12).
Ademas, el repetido T también es frecuente en los ais-
lados en Estados Unidos de América y Latinoamérica
(8). En este trabajo se encontrd similitud entre los re-
petidos en tandem que se encuentran en los aislados
de A. marginale procedentes de Cuba y en otros pai-
ses de América,

El gen msp1a es estable durante la multiplicacion
en los hospederos vertebrados e invertebrados (12).
No obstante, existe diversidad genética (msp1a) entre
los aislados en areas endémicas en EUA, México,
Argentina, Brasil y otros paises; esto soporta la teoria
del surgimiento de nuevas cepas que se mantienen en
los rebarios y se encuentra una secuencia por animal,
por el fendmeno de la exclusién de la infeccion que
caracteriza la interaccion de estarickettsia y sus hos-
pederos (15,17).

El estudio de estas secuencias repetidas resulta
muy importante, pues incluyen marcadores para la
transmisibilidad por garrapatas (15). El mecanismo de
infeccion y transmision de A. marginale por garrapatas
es importante en la formulacion de las estrategias de
control y en el desarrollo de vacunas mejoradas contra
la anaplasmosis. Esto es de suma importancia ade-
mas, pues se sabe que la secuencia de MSP1a esta
conservada en todo el ciclo de vida de A. marginale,
(18), lo que indica que esta proteina resulta un poten-
cial candidato vacunal contra la anaplasmosis.
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