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Introduccion. La anaplasmosis bovina es una de sonicacion a una frecuencia de 30 kHz. La

enfermedad es causante de millonarias pérdidas
anuales en el sector pecuario, y en México se asocia a
la bacteria gram negativa Anaplasma marginale. La
enfermedad se caracteriza por pérdida de peso y
disminucion de produccién de leche, fiebre, anemia e
ictericia. A. marginale puede ser transmitida por
garrapatas, de madre a cria, por algunos insectos
hemat6fagos y por utensilios contaminados (1). La
anaplasmosis bovina se presenta sobretodo en
regiones tropicales y subtropicales; en México y otros
paises, no existen alternativas comerciales para el
control de la enfermedad. La proteina hipotética AM592
identificada en el genoma de la cepa St. Maries (2) ha
sido propuesta como molécula vacunal, dado que es
una proteina que no muestra cambios en las diferentes
cepas analizadas, y las predicciones bioinformaticas
indican que contiene epitopos lineales tipo B, siendo
posible que tenga propiedades inmunogénicas (3).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue la expresién
recombinante de un fragmento derivado de esta
proteina, asi como su uso para la generacion de
anticuerpos policlonales lo que abre la posibilidad de
detectar la proteina nativa AM592.

Metodologia. Las cepas BL21(DE3) y pLysS de E. coli
se transformaron con la construccion pET-22b(+)-
HP592Mexi6-244 Y Una vez confirmada la secuencia se
llevé a cabo la expresion en matraces con medio LB
liquido y ampicilina (100 pg/mL). Los matraces fueron
inoculados con el preindculo en una relacion 1:100 e
incubados a 37 °C con agitacién de 200 rpm hasta
alcanzar una DOeoo de 0.5, entonces se agregé 1 mM
de IPTG para inducir la produccion de la proteina. Los
cultivos se incubaron a 30 °C en agitacion a 200 rpm
por al menos seis horas. Se obtuvieron los pellets
celulares por centrifugacion y se realiz6 choque
osmotico para recuperar el contenido de la region
peripldsmica de las bacterias, ya que la construccion
incluye un péptido pelB. Los paquetes celulares
restantes se resuspendieron en solucién de lisis (50
mM NaH2PO4 pH8, 300 mM de NaCl, 10 mM de
Imidazol, 10 % de Glicerol), y se realizaron cinco ciclos
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purificacion de la proteina se realizo por cromatografia
de afinidad (Ni-NTA Agarose, QIAGEN) bajo
condiciones nativas y desnaturalizantes siguiendo las
indicaciones del fabricante. Todas las fracciones
recuperadas fueron analizadas por electroforesis
TRICINE-SDS-PAGE utilizando tincion con azul de
Coomassie e inmunodeteccion dirigida a la etiqueta de
histidinas. Se llevé a cabo la inoculacion de tres
conejos con una mezcla homogénea de la proteina
recombinante HP592Mexi6-244 y adyuvante oleoso. Se
recolectaron muestras previas y posteriores a la
inoculacién para monitorear la produccion de
anticuerpos. Una vez completado el esquema, se
analizaron los sueros por ELISA.

Resultados. En los analisis de SDS-PAGE observo un
producto de aproximadamente 26 kDa, que podria
corresponder al fragmento HP592Mexis-244, [0 que se
confirmé al utilizar un anticuerpo especifico para la
etiqueta de histidinas. Posterior a la inoculacién de los
conejos se evaluaron los sueros policlonales; los tres
conejos generaron anticuerpos que reconocen a la
proteina recombinante con diferentes niveles de
respuesta.

Conclusiones. Se obtuvo la proteina recombinante
en un sistema bacteriano y es reconocida por
anticuerpos policlonales generados en conejo.
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