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RESUMEN

La babesiosis bovina, una enfermedad transmitida de un bo-
vino a otro por garrapatas y representa un problema de salud
animal y al mismo tiempo un impacto significativo a la ganade-
ria bovina por las pérdidas econémicas que ocasiona debido a la
disminucién de la produccién y la muerte de bovinos infectados.
A la fecha no hay vacunas recombinantes contra esta enferme-
dad y por esta razén se han estudiado los genes que codifican a
proteinas de la membrana y organelos involucradas en proce-
sos de invasion a las células blanco. Algunos de estos antigenos
son las proteinas de los cuerpos esféricos SBP-1, SBP-2, SBP-3
y SBP-4, esta ultima es una proteina que secreta el parasito
durante su fase intraeritrocitica. El objetivo de este trabajo fue
clonar y expresar de forma recombinante a SBP4 de B. bigemi-
na, para esto, se realiz6 la clonacién del gen sbp4 en un vector
comercial, el cual se us6 para transformar células competentes
E. coli. Posteriormente se purificé el DNA bacteriano de dos
clonas seleccionadas las cuales fueron secuenciadas en dos sen-
tidos con objeto de verificar si el inserto se encontraba en marco
abierto de lectura. Posteriormente se realizé la induccién de la
expresion de la proteina en un sistema de expresion bacteriano
y finalmente se purificé utilizando una columna de afinidad. La
presencia de la proteina fue verificada por western blot.
Palabras clave: Babesiosis, expresion recombinante, antigenos
vacunas.

INTRODUCCION

La babesiosis bovina en México es causada por
dos especies de Babesia: Babesia bigemina y
Babesia bouvis. Es una enfermedad causada por
protozoarios intraeritrociticos y que se trans-
mite de un animal a otro por las garrapatas de
bovino (Smith y Kilborne, 1893), principalmen-
te del género Rhipicephalus (Minjauw and Ma-
cLeod, 2003; Bock et al., 2004; Schnittger et al.,
2012). La babesiosis se caracteriza por causar
signos clinicos como fiebre, anemia, hemoglobi-
nuria, hemoglobinemia, letargia, anorexia, sig-
nos nerviosos y en muchas ocasiones, la muerte.
Estos problemas son los causantes de las pérdi-
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ABSTRACT

Bovine babesiosis, a disease transmitted among cattle by ticks, is
a major animal health problem which has a significant impact on
the industry due to reduced production and death of infected catt-
le. For this reason, methods have been developed for controlling
both the vector and the parasite. Nowadays, molecular biology
and biotechnology have taken an important role in the develop-
ment of improved vaccines against babesiosis. membrane and
organelle protein coding genes. An example is the identification
of membrane and organelle protein coding genes, including the
spherical body proteins SBP-1, SBP-2, SBP-3 and SBP-4; the lat-
ter is a protein secreted by the parasite during the intraeritrocitic
stage. The aim of this study was to clone and express, in a recom-
binant form, the SBP-4 of B. bigemina. For this purpose, the clo-
ning of gene sbp4 was performed in a vector (pENTR ™/ D-TOPO
®) which was used to transform competent E. coli cells. Subse-
quently the bacterial DNA was purified from two selected clones
and incubated with restriction enzymes (Not I and Asc I) to verify
the presence of the insert, which was visualized by electrophoresis
on an agarose gel. Two clones were sequenced in both directions to
verify whether the sequence was in open reading frame (ORF) to
subsequently carry out the expression of the protein in a bacterial
expression system (pDEST™ 17 vector). Finally, once purified, it
was evaluated as a vaccine antigen against bovine babesiosis.
Key words: Babesiosis, recombinant expression, antigenos,
vaccines.

das econdémicas y de las inversiones millonarias
que se emplean para el control de la enferme-
dad, que se acercan a los tres billones de délares
(Bock et al., 2004; USAHA, 2008; Schnittger et
al., 2012). Aunque no se tiene el dato estimado
de las pérdidas econdmicas en el pais, se calcu-
la que cerca del 75% de la poblacién ganadera
se encuentra en zonas de alta prevalencia; solo
en el 2011 se registraron 555 focos de importan-
cia epidemiolédgica en los que estaba presente la
garrapata (Osorno, 1978; SIAP, 2008; Sagarpa,
2012). Hoy en dia los principales métodos de
control y/o tratamiento de la enfermedad son
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mediante medicamentos para disminuir los
sintomas, tratamientos para controlar al vector
que transmite la enfermedad y el método que
se ha venido utilizando en los ultimos tiempos
son las vacunas con el agente patdgeno vivo
atenuado y agente patdégeno muerto (Bock et
al., 2004). A la fecha no hay vacunas vivas co-
merciales contra esta enfermedad en México, ni
hay vacunas recombinantes de ningtn tipo en
el mundo; sin embargo, ya se estan estudiando
algunas proteinas del parasito en diferentes fa-
ses de su ciclo de vida que puedan ser utilizadas
para generar vacunas que al ser aplicadas en los
animales puedan montar una respuesta inmu-
nitaria capaz de bloquear al parasito e impedir
su replicacion. Es el caso de una proteina que en
estudios recientes se ha podido identificar, y que
se denominé Proteina de los Cuerpos Esféricos
4 (SBP-4 por sus siglas en inglés). Esta proteina
se encontré en unos organelos llamados cuerpos
esféricos, los cuales estan presentes durante la
fase intraeritrocitica en el desarrollo del para-
sito, la proteina es liberada por el parasito y se
distribuye en el citoplasma del eritrocito, lo que
hace suponer que su importancia radica en esta
parte de su ciclo de vida. (Alaa et al., 2011a)
Actualmente se ha evaluado a SBP-4 de Ba-
besia bovis como método de diagndstico, no obs-
tante no se han hecho trabajos evaluando a esta
proteina como candidato vacunal (Alaa et al.,
2011b). En estudios recientes en B. bigemina
se logro identificar, mediante herramientas bio-
informaticas, una proteina homdloga a SBP-4,
por lo tanto la produccién de la proteina SBP-4
de manera recombinante, permitird evaluar su
potencial diagnéstico y vacunal. Los objetivos
del trabajo fueron expresar la proteina SBP4 de
forma recombinante, ademas de su purificaciéon
por columnas de afinidad y su cuantificacion.

MATERIALES Y METODOS

I. Método para extraer ADN de garrapa-
tas infectadas con Babesia bigemina

La extraccion de ADN se realizé a partir de
garrapatas infectadas utilizando el método de
fenol-cloroformo-alcohol iso-amilico siguiendo
protocolos previamente estandarizados (Mos-
queda, 2010). Brevemente, se utilizaron dos

garrapatas adultas sin eviscerar. Se maceraron
con un mortero y pistilo mantenidos a -20 °C
en 4 ml de una solucién de lisis (EDTA 10mM,
Tris 10mM, SDS 0,5%). Se colecté la muestra
en tubos de 1,5 ml, la cual se incub6 durante
5 minutos. Se le agregd proteinasa K (100ug/
ml) y se incub6 toda la noche a 45 °C en bano
maria. Se agregd un volumen de fenol-clorofor-
mo-alcohol iso-amilico y se dejéo en agitacion
durante 10 minutos. Se centrifugd la muestra
a 1 000 g durante 10 minutos. La fase acuosa
se separ6 en un tubo nuevo y se le agregaron
2 volumenes de etanol absoluto frio. Se incubd
la muestra a -70 °C por 2 horas y se centrifugd
el ADN a 16 000 g por una hora. Se decant¢ el
sobrenadante y la pastilla se lavo con 500 ul de
etanol al 70% y se centrifugd la muestra a 16
000 g durante 10 minutos a 4 °C. La pastilla
se secO durante 15 minutos al aire, para resus-
pender el ADN se agregaron 50 pl de agua libre
de nucleasas y se incub6 la muestra durante
10 minutos a 55 °C. La concentraciéon de ADN
se obtuvo por espectrofotometria en un equipo
Nanodrop (ThermoFisher Scientific, EUA). Fi-
nalmente, para evaluar la integridad del ADN
se realizé un electroforesis en gel de agarosa
a 0,8% y se visualizé mediante tincién de bro-
muro de etidio (0,5 pg/ml) con luz UV en un
fotodocumentador (Bio Rad).

II. Método para amplificaciéon del gen sbp4
de B. bigemina

El ADN de B. bigemina obtenido de las garra-
patas infectadas se utilizé6 para amplificar el
gen sbp4 mediante una reacciéon de PCR, para
lo cual se utilizaron oligonucledtidos especificos
(Cuadro 1). La reaccion se realizé con el siguien-
te protocolo de termociclado: 95 °C 1’ (1x), 94 °C
157,54 °C 307, 72 °C 50” (10x), 94 °C 157, 56,8 °C
307, 72 °C 50” (20X), 72 °C 7 (1X). Posteriormen-
te se realizd la electroforesis en gel de agarosa al
1% y se visualizo mediante tincién de bromuro
de etidio (0,5 ug/ml) con luz UV (590nm).

Cuadro 1. Oligonucledtidos para amplificacion del gen sbp4

Oligonucleétidos Secuencia

5’-CAC CTT TGA CAA CGT CAT CGA GGT GA-3’
5’-TCA CTG GTG CTC CTC AAC CTC-3'

Forward

Reverse

AC



II1. Método para la clonacién del gen sbp4
de B. bigemina

Con el producto de PCR obtenido se realizé la
clonacién. Primero se realizé la reaccion de liga-
cién. Se mezclo la reaccién junto con el vector de
entrada pENTRTM y se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se agregaron 2 ul de la
reaccién de ligacién a un vial de células compe-
tentes E. coli TOP10 (1 x 109 ufc). La muestra se
mezcl6 suavemente y se dejé incubando por 20
minutos en hielo. Se realizé un choque térmico a
las células por 30 segundos a 42 °C. Inmediata-
mente se transfirieron a hielo. Se agregaron 250
ul de medio stper 6ptimo con represor cataboli-
co (S.0.C. por sus siglas en inglés) a temperatu-
ra ambiente. Se dejaron en agitacién horizontal
(200 rpm) a 37 °C x 1 hora. Una vez transcurrido
el tiempo se coloco la reacciéon en placas de cul-
tivo LB (Luria Bertani) con dos volimenes dife-
rentes; en una se colocaron 100 ul y en otra 150
ul. Las placas de cultivo se dejaron toda la noche
en crecimiento a 37 °C. (Invitrogen, 2006)

VI. Analisis de transformantes

Se seleccionaron 5 colonias y se cultivaron toda
la noche en medio LB conteniendo 50 mg/ml de
kanamicina. Cada colonia se cultivé en 5 ml de
medio LB en tubos cénicos de 15 ml y se realizd
una resiembra en otra placa de medio LB. Se
centrifugaron los tubos a 6 440 g x 10 minutos y
se decant6 el sobrenadante (se almacend el bo-
ton celular a -20 °C). Posteriormente se realizé
la purificacién de plasmidos con el sistema Illus-
tra plasmidPrep mini spin (GE) y con el produc-
to obtenido se realiz6 una digestién enzimatica.
La reaccién se dejé incubando 1 hora a 37 °C.
Después de transcurrido el tiempo se corrieron
las reacciones en un gel de agarosa al 1% y se
visualizé con bromuro de etidio (0,5 ug/ml) en
UV (590nm). Una vez comprobado que se encon-
traba el inserto en los plasmidos, se selecciona-
ron 2 clonas y secuenciaron en ambos sentidos
utilizando el método de Sanger en el Instituto de
Biotecnologia de 1a UNAM.

VII. Método para la expresion recombi-
nante de la proteina SBP4

Para la expresion de la proteina SBP-4 se utiliz6
el vector de expresion pDEST 17 y se sigui6 el
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protocolo del fabricante (ThermoFisher Scien-
tific,c, EUA). Primero se realiz6 una reacciéon
de recombinacion utilizando el vector control
pENTR-gus. A la reaccién se le agregaron 2
pl de la mezcla de enzimas LR clonasa IT y se
dejé en incubacion durante 18 horas. Posterior-
mente se le agregb 1 pl de proteinasa K y se
dejé en incubacién a 37 °C durante 10 minutos.
Posteriormente se tomaron 2 ul de la reaccién
y se agregaron a un vial de células BL21-Al.
Se incubaron en hielo por 30 minutos. Se les
dio un choque térmico a las células por 30 se-
gundos a 42 °C. Se transfirieron a hielo. Se les
agregaron 250 pl de medio S.0.C. a tempera-
tura ambiente. Se dejaron en agitacién (200
rpm) a 37 °C por 30 minutos. Se vertieron 2
volumenes diferentes en 2 placas con agar LB
con ampicilina [100 pg / 1 ml], el primero con
100 pl y el segundo con 200 pl, igualmente se
realizé con el control pENTR-gus y se dejaron
en incubacién toda la noche a 37 °C. Una vez
obtenidas las colonias se realizé la induccion
de la expresion. Se seleccionaron 2 colonias del
control y 2 colonias con el gen de interés. Se
cultivaron en 5 ml de medio LLB con ampicilina
[100 pg/1 ml], se dejaron en incubacion a 37 °C
en agitacion hasta alcanzar una OD600 de 0,6-
1,0. Con estas muestras se inocularon nuevos
medios con ampicilina para tener una diluciéon
de 1:20 y se dejaron crecer los cultivos hasta
alcanzar una OD600 = 0,4. Todos los cultivos se
dividieron en dos y a uno de cada colonia se le
agreg6 L-arabinosa a una concentracién final
de 0,2% para tener un cultivo inducido y uno no
inducido. Se dejaron crecer durante 3 horas, se
tomaron 2 ml de cada tubo y se centrifugaron a
16 000 g por 10 minutos. Se les retiré el sobre-
nadante y se almacenaron los pellets a -20 °C.
Se realiz6 lo mismo con el resto de los cultivos.

VIII. Método para confirmacion

de la expresion de la proteina

Se realizé la electroforesis en 2 geles de bis-
acrilamida al 12%. Se cargaron las muestras
de lisados de bacterias conteniendo el plasmido
con el gen de interés de cultivo inducido y no
inducido, los controles de expresién de cultivo
inducido y no inducido y bacterias sin vecto-
res de cultivo inducido y no inducido. Se co-
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rri6 la electroforesis a 75 volts durante 2 horas.
Un gel se dej6 en fijaciéon durante 30 minutos.
Posteriormente se le agregd el colorante azul
de Coomassie (0,025% p/v) y se dejbé en agita-
cién durante 1 hora. Finalmente se dejé 30 mi-
nutos en solucién destenidora y se analizé en
el fotodocumentador (590nm). El segundo gel
se dejé en solucion de transferencia para reali-
zar la inmunoelectrotransferencia por Western
Blot. Se realiz6 la electroinmunotransferencia
a 100 v durante 1 hora sobre una platina con
agitacion. Enseguida se le realiz6 un lavado a
la membrana de nitrocelulosa (BioRad, EUA)
con TBS 1x durante 15 minutos. La membra-
na se bloqued con leche al 5% en TTBS 1x toda
la noche a 4 °C. Después se realizé un lavado
con TTBS 1x durante 20 minutos y dos lavados
con TBS 1X durante 15 minutos cada uno. Se
incubé con el anticuerpo primario de conejo con
afinidad hacia una etiqueta de 6 histidinas que
contenia la proteina SBP-4, con una concentra-
cion de 1:500 diluido en leche descremada al 1%
p/v mas TTBS y se dej6 en incubacion durante
1 hora a temperatura ambiente y en agitaciéon
a 60 rpm. Terminada la incubacién se retird la
solucion del primer anticuerpo y se realizaron
3 lavados; 1 con TTBS durante 15 minutos y 2
mas con TBS 1X por 15 minutos cada uno y en
agitacion (100 rpm). Posteriormente se realizo
una incubacién con el anticuerpo secundario
anti-anticuerpo de conejo conjugado con fosfata-
sa alcalina (1:1 000) en leche descremada al 1%
mas TTBS. Se dej6 incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente, en agitacién ligera (60
rpm). Se realizaron 3 lavados mas; 1 con TTBS
y 2 con TBS, cada uno de 15 minutos y en agita-
cién (100 rpm). El revelado se realizé por colori-
metria, a la membrana se le agregé el sustrato
para la fosfatasa alcalina de NBT/BCIP (cloruro
de nitroblue tetrazolium/5-Bromo-4-chloro-3-in-
dolyl fosfato). (ThermoFisher Scientific, EUA)

IX. Purificacién de proteinas marcadas
con 6xHis de E. coli bajo condiciones
desnaturalizantes

La purificacién se realizé utilizando la meto-
dologia descrita por Porath y col., en 1975 y
Schéfer y col., en 2002. Brevemente, utilizan-
do columnas de niquel (Ni-NTA Purification
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System, ThermoFisher Scientific, EUA), se
colocaron las células bacterianas congeladas a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Se
agregaron 10 ml de buffer B-7 M urea (100 mM
NaH PO,, 10 mM Tris-Cl, 7 M urea a pH a 8)
a las células descongeladas. Se re-suspendi6 el
botén celular por pipeteo. Se incubaron por 30
minutos a temperatura ambiente (15-25 °C). El
lisado crudo se transfirié a un tubo y se centri-
fugd por 30 minutos por 15 000 g a tempera-
tura ambiente. El sobrenadante se colect6 en
otro tubo. La columna se equilibré con 10 ml
de buffer B-7 M urea. Posteriormente se trans-
firieron los lisados limpios en las columnas
equilibradas y dejaron drenar por gravedad.
Se realiz6 el primer lavado agregando 10 ml de
buffer B-7 M urea. Un segundo lavado con 10
ml de buffer C-7 M urea (100 mM NaH,PO,, 10
mM Tris-Cl, 7 M urea pH a 6,3). Para obtener
la proteina se realizaron 5 eluciones de 1 ml de
buffer E-8 M urea (100 mM NaH,PO,, 10 mM
Tris-Cl, 8 M urea pH a 4,5).

X. Cuantificacion de proteina

por el método Bradford

Para la cuantificacion se utilizé el kit Quick
Start Bradford Protein Assay (BioRad, EUA).
Se prepararon los estandares de cuantificaciéon
(125 pg/ml - 2 000 pg/ml). Se prepararon las di-
luciones de las muestras a cuantificar, 100, 50
y 25%. Se colocaron 5 pul de cada estandar por
triplicado en los pozos de una placa de ELISA,
lo mismo se realizé con las muestras. A todos
los pozos se les agregaron 250 pl del coloran-
te Bradford y se dejaron incubando durante 20
minutos. Posteriormente se realizé la lectura
en un espectrofotometro a una OD595.

RESULTADOS Y DISCUSION

I. Extraccion de ADN de Babesia bigemina
Al utilizar el método de extraccion de ADN
publicado por Mosqueda (2010), se obtuvieron
concentraciones y purezas de ADN adecuadas
de acuerdo con lo descrito por Sambrook y cola-
boradores (1989) y Wassenaar (2002), que son:
concentraciones minimas de 50 pg/ml para ADN
de cadena doble y lectura de pureza (260/280) de
1,8. (Cuadro 2, Figura 1)
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Cuadro 2. Cuantificacion de ADN extraido a partir de garrapatas infectadas
con B. bigemina cepa Chiapas

Muestras Concentracion (ng/pl) 260/280
1 491,7 1,87
2 476,3 1,91
3 518,9 1,88

Figura 1. Electroforesis para evaluacion de integridad de ADN (se pre-
sentan tres muestras diferentes).

II. Amplificacion del gen sbp4 mediante PCR
E1 ADN extraido se utiliz6 para amplificar el gen
sbp4 con la prueba de PCR. Después de anadir
bromuro de etidio (0,5 ug/ml) al gel y observarlo
en el transiluminador (590 nm) se detect6 una
banda del tamano esperado que era de aproxi-
madamente 800 pb. (Figura 2)

III. Clonacién del gen sbp4 en un vector
bacteriano

El protocolo utilizado permitié obtener varias
unidades formadoras de colonias (ufc). Shuman
(1991) y Cheng y Shuman (2000) describieron
este protocolo por primera vez y en él mencio-
nan que una buena eficiencia en el crecimiento

Figura 2. Amplificacion del gen sbp4 (774pb) a partir de ADN extraido de
garrapatas infectadas con B. bigemina. Carril 1: marcador de
peso molecular (1KB), carril 2: muestra 1 de ADN de B. bigemi-
na, carril 3: muestra 2 de ADN de B. bigemina, carril 4: control
de reaccion negativo y carril 5: control de reaccion positivo.
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es de 1 x 109 ufc, aunque en este trabajo las ufc
se obtuvieron en menor cantidad debido ya sea
a un mal tratamiento a las bacterias; una mala
purificacién del producto de PCR que se utilizé
para la ligacion o bien a una mala relaciéon en-
tre el producto de PCR y el vector (Sambrook y
Russell, 2001); no obstante, se detectaron colo-
nias bacterianas que contenian el vector con el
inserto al crecerlas en un medio con kanamicina
(Landy, 1989). De las colonias obtenidas se se-
leccionaron 7, las cuales se crecieron en medio
LB con kanamicina [50 pg/ml], se les extrajo y
purific6) el ADN plasmidico, posteriormente se
cuantificé y se realizé una electroforesis del ADN
purificado para observar la presencia del inser-
to (Figura 3). A la colonia positiva se le realiz
una digestién enzimatica con las enzimas Not I
y Asc I, el resultado se muestra en la Figura 4
(Digestién enzimatica con Not I y Asc I). Adicio-

5kb

2.5kb

2kb___,

Figura 3. Electroforesis de ADN plasmidico purificado de colonias
transformadas con el vector de clonaciéon pENTR™D-TOPO®
(2580pb). Carril 1: mpm (5KB), carril 2: control negativo (plds-
mido sin inserto), carril 3: ADN plasmidico colonia 1, carril 4:
ADN plasmidico colonia 2, carril 5: ADN plasmidico colonia 3,
carril 6: ADN plasmidico colonia 4, carril 7: ADN plasmidico
colonia 5, carril 8: ADN plasmidico colonia 6 (positivo a la in-
sercién de gen sbp4 al vector 3358pb aprox.), carril 9: ADN
plasmidico colonia 7, carril 10: control positivo (vector con un
inserto de tamafio aproximado al de sbp4).

4000pb
2500pb

1000pb__,

Figura 4. Digestidon enzimatica con Not | y Asc I. Carril 1 mpm. (5KB),
carril 2: reaccion 1 de la colonia 6; carril 3: reaccion 2 de la co-
lonia 6, carril 4: ADN plasmidico de la colonia 6 no digerido.
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nalmente, se analizd la secuencia de nucledti-
dos obtenida y se comparé con la secuencia del
genoma B. bigemina del Instituto Sanger y con
la secuencia parcial reportada por Guillemi y
colaboradores (2013), en la que observé un por-
centaje de similitud de 99%. Cuando se evalu6
la secuencia predicha de proteina y se comparé
con la secuencia descrita por los mismos auto-
res, se observo un porcentaje de similitud de
99%. Estos resultados confirman que el gen clo-
nado es sbp4 de B. bigemina y que su secuencia
es muy conservada comparada con la secuencia
del gen sbp4 de B. bigemina de una cepa argen-
tina. (Guillemi et al., 2013) (Cuadros 3y 4)

IV. Expresion de la proteina SBP-4

en un sistema bacteriano

Los resultados de la secuenciaciéon de cada una
de las clonas y el andlisis posterior de las se-
cuencias permitié dos cosas: primero, corrobo-
ré la existencia de la secuencia del gen sbp4 y
segundo, que esta secuencia estaba en marco
de lectura abierto, con lo que se podia proce-
der con la expresion. Se realizé la reaccion de
recombinacién utilizando sitios especificos de
recombinacién del vector, llamados attL (vec-
tor de clonacion) y attR (vector de expresion),
los cuales hacen mas eficiente el proceso y por
consiguiente la expresion. La catalisis de la
mezcla de enzimas LR clonasa II que contiene

Cuadro 3. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de SBP4 de la cepa Kuttler (cepa de

referencia) y la cepa Cintalapa, Chiapas

ProSBP4cepaKuttler
ProSBP4cepaChiapas

ProSBP4cepaKuttler

ProSBP4cepaChiapas

ProSBP4cepaKuttler
ProSBP4cepaChiapas

ProSBP4cepaKuttler

ProSBP4cepaChiapas

ProSBP4cepaKuttler
ProSBP4cepaChiapas

ProSBP4cepaKuttler

ProSBP4cepaChiapas

FDNVIEVTFQEHGESDNMVLDLSIPSESDMMIHRQTDGCAPRTPVVYTPV 50
FDNVIEVTFQEHGESDNMVLDLSIPSESDMMIHRQTDGCAPRTPVVYTPV 50

RPNKLRHLVWSDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVH 100
RPNKLRHLVWSDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVH 100

YLGRDGEFEFISEHKYQEELREMTKTIVVDINDVNDNKYLSYETNTAYGI 150
YLGRDGEFEFISEHKYQEELREMTKTIVVDINDVNDNKYLSYETNTAYGI 150

TWYNIVPISCFYSDKVVAGNVTVWTGVGCHQRFAGASVYVNGHEKLVALI 200
TWYNIVPISCFYSDKVVAGNVTVWTGVGCRQRFAGASVYVNGHEKLVALI 200

YHDVDGMKEALYHGKNEIYEELTLEQFDEQFKLLEEKFAAGKNSVDAEVR 250
YHDVDGMKEALYHGKNEIYEELTLEQFDEQFKLLEEKFAAGKNSVDAEVR 250

KEVEEHQ- 257
KEVEEHQ- 257

Sk kR

Cuadro 4. Andlisis Blast de la secuencia de aminoacidos de SBP4. Se muestran las secuencias de mayor porcentaje

de similitud B. bigemina cepa Argentina

Puntuacién Predicho Identidad
337 bits (863) 2e-114

Query 47

162/163 (99%)

Positivos Espacios

162/163 (99%) 0/163 (0%)

YTPVRPNKLRHLVWSDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDG 106

YTPVRPNKLRHLVWSDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDG

Shjct 1 YTPVRPNKLRHLVWSDTVIHGVGEDDEDTIEKVTVHTHCHETLIEVSLGSTKVHYLGRDG 60
Query 107 EFEFISEHKYQEELREMTKTIVVDINDVNDNKYLSYETNTAYGITWYNIVPISCFYSDKV 166
EFEFISEHKYQEELREMTKTIVVDINDVNDNKYLSYETNTAYGITWYNIVPISCFYSDKV
Sbjct 61 EFEFISEHKYQEELREMTKTIVVDINDVNDNKYLSYETNTAYGITWYNIVPISCFYSDKV 120
Query 167  VAGNVTVWTGVGCRQRFAGASVYVNGHEKLVALIYHDVDGMKE 209
VAGNVTVWTGVGC QRFAGASVYVNGHEKLVALIYHDVDGMKE
Sbjet 121 VAGNVTVWTGVGCHQRFAGASVYVNGHEKLVALIYHDVDGMKE 163
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una integrasa, una excisionasa y un factor de
integraciéon del huésped (IHF por sus siglas en
inglés), es lo que permite la recombinaciéon de
los vectores (Weisberg y Landy, 1983; Landy,
1989; Ptashne, 1992). Durante este proceso Uni-
camente se obtuvieron las ufc recombinadas, ya
que la tecnologia de este sistema de expresion
permitié la seleccién de las colonias mediante el
gen de resistencia a antibidtico y un gen letal
llamado “ccdB” evitando el crecimiento de las
bacterias no recombinadas y permitiendo que
se desarrollara de manera mas eficiente la ex-
presién Unicamente de colonias con el gen de
interés (Bernard y Couturier, 1992; Invitrogen,
2012). Finalmente, para lograr expresion de la
proteina exdégena por las bacterias transforma-

-—— -

Figura 5. Electroforesis de proteinas en células BL21-Al™inducidas. Carril 1: mpm.‘Cél"ril 2: Plasmido vacio no inducido. Carril 3: Pldsmido vacio indu-
cido. Carril 4: pENTR-gus™ no inducido. Carril 5: pENTR-gus™ inducido. Carril 6: colonia de BL21-AI™trasformada SBP4 no inducida. Carril 7:

colonia de BL21-AI™transformada SBP4 inducida.

75 KDa
e

50 KDa

37 KDa

Figura 6. Western Blot para confirmar expresion de la proteina SBP4 de Babesia bigemina. Carril 1: plasmido vacio no inducido, carril 2: pldasmido in-
ducido. Carril 3: plasmido con SBP4 no inducida, carril 4: plasmido con SBP4 inducida. Carril 5: pENTR-gus™ control de expresidon no inducido

y carril 6: pPENTR-gus™.

50KDa

37KDa .

25KDa R

Figura 7. Western Blot de lisado de bacterias con la proteina SBP4 no inducida e inducida. Carril 1: plasmido con SBP4 no inducida. Carril 2: pldsmido

con SBP4 inducida.

AC

das, se usé6 el promotor de LacZ, por lo que se si-
guib el proceso que utiliza la L-arabinosa y cuyo
principio lo describieron Ogden y colaboradores
en 1980 y Schleif en 1992. Se realiz6 la electro-
foresis en gel de bis-acrilamida de las proteinas
de las células BL21-AI™ inducidas, y se tifi6
con azul de Coomassie (Reisner et al., 1975),
observando una banda del tamano esperado de
la proteina recombinante SBP-4 (Figura 5). La
deteccién de la proteina mediante anticuerpos
anti-etiqueta de histidinas se realiz6 mediante
inmunoelectrotransferencia tanto para la detec-
ci6n de la proteina utilizada como control, como
para la proteina SBP-4 (Figuras 6 y 7). No se
observo ninguna banda en los cultivos de bacte-
rias no inducidos o sin inserto (Figura 6), pero

5 6

. _684KDa
pENTR-gus™

«__30 KDa (SBP4)
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si se observé una banda en cultivos inducidos
de bacterias conteniendo el inserto (Figura 7).
Estos analisis permitieron identificar una pro-
teina de un peso aproximado de 30 KDa, que
corresponde al tamanio esperado para SBP-4,
lo cual confirma la expresién recombinante.

V. Purificacion y cuantificacion

de la proteina SBP-4

Al realizar la electroforesis en gel de bis-acrila-
mida de la proteina purificada, se observé una
banda Unica sin contaminacién por proteinas
de otros pesos moleculares (Figura 8, carril
5). Finalmente, la metodologia de Bradford se
utilizé para determinar la concentracién de la
proteina con ayuda de un espectrofotémetro a
una densidad optica de 595, lo cual arrojé una
concentracién de 123,4-125 pg/ml. (Cuadro 5)
(Bradford, 1976; Compton y Jones, 1985)

CONCLUSION

En este trabajo se demostrd la expresion re-
combinante, en un sistema bacteriano, de
SBP4 de Babesia bigemina, la cual fue puri-
ficada y cuantificada. Esta proteina puede ser
utilizada en experimentos que permitan su
evaluacion como candidato vacunal y de diag-
noéstico contra la babesiosis bovina.

Cuadro 5. Cuantificacién de proteina por el método de Bradford

Muestra Do, [ug/ml] proteina
Eluato 2 0,6253 125
Eluato 3 0,6173 1234
1 2 3
—
—_—
-
e
—
v B | P—
37KDa |
SBP4 >
25 KDA;
-
——
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