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“Lo bueno de la ciencia es que es cierta creas en ella o no” 

Neil deGrasse Tyson 
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RESUMEN 

El Aborto Enzoótico Ovino es una enfermedad infecto contagiosa provocada por la 
bacteria Gram negativa e intracelular obligada Chlamydia abortus; la cual, es una 
enfermedad de distribución mundial de potencial zoonótico ampliamente 
documentado. El diagnóstico de este agente suele ser complejo por su naturaleza 
intracelular, para ello se deben emplear pruebas como aislamiento y prueba de 
reacción en cadena de la polimerasa específica. Adicionalmente, para el diagnóstico 
en campo, se deben emplear pruebas serológicas lo que ahorra tiempos de toma y 
transporte de muestra al laboratorio. Sin embargo, algunas de estas pruebas que 
se comercializan en países de Europa tienen porcentajes de sensibilidad y 
especificidad bajos debido a las reacciones cruzadas que muestran los antígenos 
empleados frente a otros patógenos o especies del mismo género. Para lograr un 
diagnóstico más certero con este tipo de pruebas de serológicas, es necesario 
desarrollar prototipos con antígenos más específicos como las Pmp’s, las cuales 
tienden a variar dependiendo la especie de la cual se sospecha, determinando in 
silico la presencia de epítopos específicos empleando nuevas tecnologías. El 
presente trabajo determinó de forma in silico la presencia de epítopos con potencial 
inmunogénico específicos contra Chlamydia abortus de dos fragmentos de la 
proteína PMP17G. Se realizó la clonación y secuenciación de los fragmentos y a 
partir del análisis de estos con el empleo de dos softwares bioinformáticos se 
detectó la presencia de epítopos contra C. abortus Pomp90-3 (ocho epítopos) y 
Pomp90-4 (un epítopo). El análisis in silico nos permitió predecir e identificar de 
manera eficiente epítopos específicos contra C. abortus en ambos fragmentos de la 
proteína, los cuales serán de utilidad para el desarrollo de técnicas de diagnóstico 
y desarrollo de inmunógenos. 
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ABSTRACT 

 
Ovine Enzootic Abortion is a contagious infectious disease caused by the Gram 
negative and obligate intracellular bacterium Chlamydia abortus; which is a 
worldwide disease with widely documented zoonotic potential. The diagnosis of this 
agent is usually complex due to its intracellular nature, for which tests such as 
isolation and specific polymerase chain reaction tests must be used. Additionally, for 
diagnosis in the field, serological tests must be used, which saves time in taking and 
transporting the sample to the laboratory. However, some of these tests that are 
marketed in European countries have low sensitivity and specificity percentages due 
to the cross-reactions that the antigens used show against other pathogens or 
species of the same genus. To achieve a more accurate diagnosis with this type of 
serological tests, it is necessary to develop prototypes with more specific antigens 
such as Pmp's, which tend to vary depending on the suspected species, determining 
in silico the presence of specific epitopes using innovative technologies. The present 
work determined in silico the presence of epitopes with specific immunogenic 
potential against Chlamydia abortus of two fragments of the PMP17G protein. The 
cloning and sequencing of the fragments was conducted and from their analysis with 
the use of two bioinformatic software, the presence of epitopes against C. abortus 
Pomp90-3 (eight epitopes) and Pomp90-4 (one epitope) was detected. The in silico 
analysis allowed us to efficiently predict and identify specific epitopes against C. 
abortus in both protein fragments, which will be useful for the development of 
diagnostic techniques and the development of immunogens. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 
El Aborto Enzoótico Ovino (AEO) es una enfermedad ocasionada por el patógeno 

intracelular obligado Chlamydia abortus (C. abortus); causante de pérdidas 

económicas considerables cuando se establece dentro de un rebaño ovino. 

Considerada una enfermedad de distribución mundial; la cual, ha sido reportada en 

diferentes zonas de América (Rojas et al., 2018; Di Paolo et al., 2019), Asía 

(Esmaeili et al., 2017; Hu et al., 2018; Li et al., 2018; Arif et al., 2020), África (Djellata 

et al., 2019; Benaissa et al., 2020; Selim et al., 2021) y Europa (Spičic et al., 2015; 

Tejedor-Junco et al., 2018; Santoro et al., 2019), exceptuando Australia (Jelocnik et 

al., 2019) y Nueva Zelanda (García-Seco et al., 2016), países catalogados como 

libres de AEO por la Worl Organization for Animal Health antes Office International 

des Epizooties (WOAH, 2018). 

 

En países de Europa como Inglaterra (Longbottom et al., 2013) y España (García- 

Seco et al., 2016) el uso de medidas de diagnóstico y control contra esta 

enfermedad se implementan de manera cotidiana, tanto en laboratorios de 

diagnóstico veterinario como en campo. Para ello la prueba empleada de manera 

rutinaria es la técnica de fijación del complemento; sin embargo, debido a la 

presencia de falsos positivos, su empleo ya no es recomendado (WOAH, 2018). La 

prueba de Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas o ELISA es de las 

pruebas más empleadas para el diagnóstico del AEO en campo; sin embargo, las 

desventajas que tienen algunas de estas pruebas comerciales son: que están 

desarrolladas con antígenos que comparten entre la mayoría de las especies del 

género Chlamydia, como resultado, la presencia de reacciones cruzadas (O’Neill et 

al., 2018); lo cual, dificultan un diagnóstico cien por ciento confiable. A partir del año 

2000 se han desarrollado algunas pruebas de ELISA que han resultado ser más 

específicas y sensibles desarrolladas a partir de la POMP90 recombinante 

(Longbottom et al., 2001) y fragmentos recombinantes de esta misma proteína 

(Longbottom et al., 2002), que son capaces de detectar animales infectados por este 

patógeno (Essig y Longbottom, 2015); a pesar de que este tipo de pruebas han 

tenido resultados prometedores, se recomienda complementarlas con pruebas de 



2  

carácter molecular como la Prueba de Reacción en Cadena de la Polimerasa o PCR 

(Sachse et al., 2009). 

 

El uso de bacterinas atenuadas también es implementado para el control de la 

infección por C. abortus; sin embargo, existe preocupación por su seguridad y 

eficacia en los rebaños en las cuales son administradas (Essig y Longbottom, 2015). 

Existen actualmente vacunas vivas e inactivadas disponibles en diferentes partes 

del mundo para el control del AEO, primeramente las inactivadas, desarrolladas a 

partir de bacterias completas cultivadas en huevos embrionados de gallina, cultivos 

celulares o fracciones de estas, reintroducida recientemente en 2014 en Europa 

Mydiavac (Benchmark Animal Health) (Essig y Longbottom, 2015). Por otra parte, 

la vacuna atenuada basada en una cepa mutante de C. abortus termosensible (cepa 

1B; Enzovax, MSD Animal Health; vacuna Ceva Chlamydia, CEVA Animal Health), 

se ha implementado con éxito desde su introducción en la década de los 90’s y 

actualmente se comercializa en países como: Reino Unido, Francia, Grecia, Italia, 

España y Suiza (Vorimore et al., 2012); sin embargo, a pesar de la buena respuesta 

para frenar los abortos y una disminución significativa en la eliminación del patógeno 

en los rebaños inmunizados con dicha vacuna, se ha reportado que no confiere una 

protección total ya que la liberación del patógeno sigue estando presente y 

adicionalmente, se ha reportado el potencial de reactivación de la bacteria y por 

ende causar la enfermedad (Laroucau et al., 2018). Posteriormente y con la finalidad 

de ofrecer vacunas más efectivas, se evaluó la eficacia de una nueva vacuna 

inactivada de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Abortusovis y Chlamydia 

abortus manufacturada y comercializada actualmente en España (INMEVA®; 

Laboratorios Hipra S.A., Amer, España); la cual, contiene la cepa A22 de C. abortus 

inactivada por un método que involucra ácidos nucleicos. Esta vacuna tiene una 

mezcla de hidróxido de aluminio y dietilaminoetil (DEAE) dextrano como adyuvante. 

En el modelo natural, dicha vacuna ofreció una reducción (75%) sustancial en los 

problemas reproductivos de los animales desafiados y en la eliminación del 

patógeno (55%) durante los siguientes 21 días posteriores al aborto/parto (Montbrau 

et al., 2020). En el último año, se desarrolló un estudio que evaluó dos vacunas 

experimentales desarrolladas a partir del complejo de membrana externa de 
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Chlamydia (COMC chlamydial outer membrane complex) vacuna 1 y octil-glucósido 

(OG-COMC) las cuales al ser comparadas con la vacuna comercial CEVAC 

determinaron la ausencia de abortos en estas; además, la concentración de 

diseminación bacteriana se redujo considerablemente entre un 87.5% y 86.4% 

respetivamente, el estudio determina una eficacia buena haciendo hincapié en 

determinar la dosis y las inoculaciones necearías para aumentar sus beneficios 

(Livingstone et al., 2021). 

 

En México, el AEO es una enfermedad endémica y de reporte obligatorio antes las 

autoridades zoosanitarias a nivel nacional (DOF, 2018). En México C. abortus ha 

sido reportada en diversos estudios desde hace varios años, a partir de la década 

de los 90’s se identificó como agente causal de abortos en rebaños ovinos 

(Escalante-Ochoa et al., 1996) y un año después en rebaños caprinos (Escalante- 

Ochoa et al., 1997). 

 

A partir del año 2000 otros grupos de investigación desarrollaron investigaciones 

para determinar la presencia de este agente bacteriano en el territorio nacional, en 

el Estado de México en dos estudios realizados en Xalatlaco empleando pruebas 

de ELISA (21.3%) y PCR (0.65%) (Jiménez-Estrada et al., 2008) y Almoloya de 

Juárez (Soriano-Vargas et al., 2011). En 2014, en algunos municipios del Estado de 

México evaluaron muestras de suero de vacas lecheras para detectar la presencia 

de anticuerpos contra C. abortus empleando una prueba de ELISA indirecta 

(0.73%), los resultados determinaron la presencia de animales seropositivos en 

bovinos de esta entidad. Posteriormente, se determinó la frecuencia de C. abortus 

en unidades de producción ovina ubicadas en diferentes municipios (Atlacomulco, 

Temascalcingo, Coatepec Harinas, Calimaya, Santa María Rayón, Tenango del 

Valle, Xonacatlán y Zumpango) este estudio empleo dos técnicas de diagnóstico, 

aislamiento (68.44%) para Chlamydia spp. y PCR (6.46%) específico para C. 

abortus, demostrando de este modo el establecimiento de este agente bacteriano 

en estos municipios (De Jesus-Aldama, 2019) 

 

En el mismo año pero en rebaños caprinos con problemas de aborto provenientes 

de diferentes estados de la república (Veracruz, Jalisco, Coahuila, Querétaro y 
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Puebla), se identificaron muestras positivas a aislamiento (23.1%) y confirmatorio 

por PCR específico (9.6%) (Sánchez, 2014). En ese mismo estado, en rebaños 

caprinos lecheros se identificaron Ac contra C. abortus a través de una prueba de 

ELISA (4.87%); dichos animales seropositivos se identificaron en seis de las nueve 

unidades de producción evaluadas (66.6%) (Campos-Hernández et al., 2014); Un 

año después, un estudio en rebaños caprinos lecheros del mismo identificaron al 

agente por medio de tres pruebas de diagnóstico, ELISA (9.60%), aislamiento 

(26.98%) y PCR (23.8%) (Mora et al., 2015). 

 

Más recientemente, en 2017 se evaluó la presencia de anticuerpos contra C. 

abortus en equinos que convivían con ovinos seropositivos a C. abortus, en los 

rebaños evaluados se identificaron títulos de anticuerpos contra C. abortus en 

bovinos (48%), caprinos (12.5%) y ovinos (29.7%) que conviven con equinos 

(1.32%). Dicho estudio reveló que el 75% de los equinos seropositivos a C. abortus 

se obtuvieron en unidades de producción ovina seropositivas a C. abortus (Rubio- 

Navarrete et al., 2017). Todos estos estudios han demostrado que el 

microorganismo se ha distribuido a lo largo de toda la república mexicana y que el 

contacto con animales enfermos está poco a poco provocando afectaciones al ser 

humano y también a animales que conviven con ellos. Aunque la evidencia sobre el 

establecimiento de C. abortus en México es cada vez más evidente, el uso de 

inmunógenos como método de diagnóstico para la prevención y control del AEO no 

son implementados en el país. 

 

El objetivo del presente estudio fue la identificación in silico de epítopes 

inmunogénicos en los fragmentos 3 y 4 de la Proteína de la Membrana Polimórfica 

en un aislado de C. abortus de origen mexicano y que sirvan a futuro para el 

desarrollo de una prueba de ELISA indirecta específica para la identificación de 

anticuerpos contra C. abortus en ovinos provenientes de rebaños con historial de 

aborto en México. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1. Generalidades 

 
Los integrantes de la familia Chlamydiaceae son un grupo de bacterias que se 

encuentran clasificadas dentro de un género único denominado Chlamydia, el cual; 

está ampliamente distribuido a nivel mundial, debido a que las especies que lo 

integran, tienen la capacidad de afectar diferentes especies animales y al humano 

(Taylor-brown et al., 2015). Las bacterias del género Chlamydia spp. son 

organismos Gram negativos, intracelulares obligados, caracterizados por emplear 

un ciclo de desarrollo bifásico único; adicionalmente, cuentan con la capacidad de 

persistir en condiciones adversas en el organismo hospedador, evadir el sistema 

inmune (Entrican et al., 2012a) y permanecer como infecciones latentes en el 

organismo hasta que las condiciones del medio les permitan desarrollarse con 

normalidad (Rodolakis y Laroucau, 2015). La capacidad de persistir y su naturaleza 

asintomática por parte de estas bacterias en el organismo hospedador ocasiona que 

en muchos casos no se realice un diagnóstico adecuado y provoque que los 

tratamientos aplicados no tengan efectos positivos ya que en la mayoría de los 

casos el agente se detecta en un grado avanzado de la enfermedad (Cheong et al., 

2019). 

 

El género Chlamydia spp tiene la capacidad de causar afecciones en animales y en 

el hombre infectando tejidos oculares, tracto respiratorio y genital, causando 

diversas patologías, tales como: aborto (Rodolakis y Laroucau, 2015), neumonía 

(Roulis et al., 2013), problemas gastrointestinales (Rank y Yeruva, 2014), 

encefalomielitis, queratoconjuntivitis y artritis (Walker et al., 2015), orquitis, 

vesiculitis seminal (Hireche et al., 2016), epididimitis (Nunes y Gomes, 2014), entre 

otras. Algunas especies de este género tienen la capacidad de afectar a más de una 

especie animal y en casos más severos, pueden contagiar a humanos que entran 

en contacto con animales infectados, causando las mismas patologías dependiendo 

de la especie de Chlamydia spp. involucrada (Wheelhouse y Longbottom, 2012). 
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2.2. Clasificación 

 
En el género Chlamydia spp. existen trece especies clasificadas taxonómicamente; 

las cuales, pueden causar enfermedades asintomáticas, agudas y crónicas; de las 

trece especies que conforman el género, solo dos afectan directamente al ser 

humano (Bommana y Polkinghorne, 2019). C. trachomatis, causa infecciones en 

tracto genital que pueden resultar en infertilidad; adicionalmente, puede causar 

ceguera parcial o total, tanto en mujeres como en hombres si no son diagnosticados 

y tratados de manera oportuna. C. pneumoniae afecta el tracto respiratorio, 

causando neumonía e incluso asma en individuos con la presencia de este 

patógeno en el organismo (Iramain et al., 2016). Además, aquellas que pueden 

afectar animales como: C. abortus, C. avium, C. caviae, C. felis, C. gallinacea, C. 

muridarum, C. pecorum, C. pneumoniae, C. poikilothermis, C. psittaci, C. serpentis 

y C. suis (Sachse et al., 2015; Bommana y Polkinghorne, 2019). Se han reportado 

y propuesto cinco candidatos a ser integrados a esta clasificación: C. ibidis 

(Vorimore et al., 2013), C. sanzinia (Taylor-Brown et al., 2016), C. corallus (Staub et 

al., 2018), C. buteonis (Laroucau et al., 2019) y C. testudinis (Laroucau et al., 2020). 

 
2.2.1. Especies de Chlamydia spp. de interés veterinario 

 
Dentro de las especies que conforman al género Chlamydia spp. la mayoría causan 

afecciones en varias especies animales, entre ellas las aves domésticas (Sachse et 

al., 2014), de vida silvestre o en cautiverio (Laroucau et al., 2019), mamíferos 

(Rodolakis y Laroucau, 2015) y reptiles, estos últimos descubiertos en los últimos 

años (Bommana y Polkinghorne, 2019; Laroucau et al., 2020). La mayoría de estas 

representan un problema de salud animal y zoonosis para personas que entran en 

contacto con animales infectados (Rodolakis y Laroucau, 2015). 

 
Chlamydia avium 

 
Esta especie afecta principalmente aves como palomas y loros, su patogenicidad 

aún no se ha dilucidado completamente y la falta de información limita su 

compresión (Sachse y Laroucau, 2015). Adicionalmente, las patologías que causa 
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esta especie bacteriana son enfermedades de tipo respiratorio (Sachse et al., 2014). 

Cabe mencionar que las especies de Chlamydia spp. tienden a presentarse como 

infecciones duales, una característica común entre las especies de este género 

bacteriano (Dean et al., 2013). 

 
Chlamydia caviae 

 
Esta especie bacteriana afecta principalmente a cerdos de Guinea, causando 

conjuntivitis en la mayoría de los casos. Adicionalmente, C. caviae también ha sido 

identificada en otras especies animales como: conejos, perros, gatos y caballos 

(Pantchev et al., 2010). El potencial zoonótico de esta especie de Chlamydia spp. 

ha sido descrito recientemente; en el cual, se detectaron casos de neumonía 

adquirida en la comunidad por transmisión por contacto directo con cerdos de 

Guinea (Ramakers et al., 2017) y contagio indirecto (van Grootveld et al., 2018). 

 
Chlamydia felis 

 
Agente causal de la influenza y problemas crónicos de conjuntivitis en gatos (Wons 

et al., 2017). Los gatos infectados desarrollan signos clínicos como: fiebre, 

descargas de fluidos a través de los ojos y estornudos, con una predominante 

inflamación de la conjuntiva (Barimani et al., 2019). El potencial zoonótico de esta 

bacteria ha sido descrito en diferentes estudios como un raro agente de conjuntivitis 

folicular, reportándolo como agente de esta enfermedad transmitida a una persona 

propietaria de un gato infectado (Wons et al., 2017). 

 
Chlamydia gallinacea 

 
Esta especie bacteriana, tiende a infectar aves domésticas, gallinas de Guinea y 

patos. Sobre su capacidad de causar afecciones en el organismo, a la fecha no se 

han reportado casos específicos sobre su participación en cuadros clínicos de 

enfermedad en aves, ya que en casos clínicos; en los cuales, se sospecha de su 

participación, las aves afectadas no mostraron signología clínica o hubo presencia 
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de otros agentes patógenos, por lo cual, se sugirió que esta bacteria como un 

hospedero natural de las aves (Sachse y Laroucau, 2015). 

 

Chlamydia pneumoniae 

 
Esta especie bacteriana fue inicialmente descrita como un patógeno exclusivo en el 

humano; el cual, causaba infecciones agudas y crónicas en las vías respiratorias 

superiores e inferiores, además de enfermedades cardiovasculares (Campbell y 

Kuo, 2004). Adicionalmente, se ha reportado como agente causal de enfermedades 

en otras especies animales; tales como, caballos, koalas, bandicuts, reptiles y 

anfibios (Weinmaier et al., 2015), causando infecciones en el tracto respiratorio 

como en el ser humano (Shima et al., 2018). El potencial zoonótico de esta especie 

ha sido identificado y reportado mediante pruebas moleculares que evidenciaron 

que la transmisión de C. pneumoniae se dio por primera vez de un animal al humano 

(Myers et al., 2009). 

 
Chlamydia serpentis y Chlamydia poikilothermis 

 
Identificadas a partir de hisopados cloacales y cloanales de serpientes clínicamente 

sanas pertenecientes a una colección en Suiza al igual que C. corallus. La diferencia 

entre C. serpentis y C. poikilothermis se determinó mediante su cultivo a dos 

temperaturas distintas (37°C para C. serpentis y 28°C para C. poikilothermis) esto, 

considerando las temperaturas corporales variables de los hospedadores de 

serpientes poiquilotérmicas. Al igual que las anteriores descritas anteriormente, su 

patogénesis y potencial zoonótico aún son desconocidos (Staub et al., 2018). 

 
2.2.2. Especies de Chlamydia spp. que afectan a pequeños rumiantes. 

 
Dentro de este género bacteriano existen al menos tres especies que pueden 

causar infecciones en los pequeños rumiantes; de las cuales, dos de estas (C. 

abortus y C. psittaci) representan un riesgo potencial zoonótico causando 

afecciones similares en el hombre (Rodolakis y Laroucau, 2015; Longbottom y 

Coulter, 2003). Adicionalmente, también se ha reportado casos de afectaciones en 
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estos animales a causa de C. caviae, especie de origen porcino (Rodolakis y 

Laroucau, 2015). 

 

Chlamydia abortus 

 
Agente causal del Aborto Enzoótico Ovino (AEO), enfermedad que está 

ampliamente distribuida a nivel mundial; la cual, causa pérdidas económicas en 

países que se dedican a la actividad pecuaria. La enfermedad provoca aborto en 

ovejas gestantes en el último tercio de la gestación o en algunos casos el nacimiento 

de corderos débiles que no superan las 48 horas de vida (Rodolakis y Laroucau, 

2015). Actualmente es considerada la patología de origen clamidial de mayor 

importancia; ya que, representa un riesgo potencial zoonótico ocupacional y para 

mujeres embarazadas que están en contacto con animales infectados (Rodolakis y 

Laroucau, 2015). Además de causar abortos, provoca otras afecciones, tales como: 

enfermedad febril, desarrollo de coagulación intravascular diseminada, insuficiencia 

renal aguda y edema pulmonar (Johnson et al., 1985), septicemia, lesiones 

importantes en hígado, riñón y corazón; cabe mencionar que estas patologías se 

presentaron posterior al aborto (Pospischil et al., 2002), se describe también como 

agente causal de enfermedad pélvica inflamatoria (Walder et al., 2003), shock 

séptico (Liu et al., 2022) y recientemente en casos de neumonía (Imkamp et al., 

2022; Zhu et al., 2022). En México la prevalencia de anticuerpos contra C. abortus 

se reportó en grupos de riesgo expuestos (trabajadores y médicos veterinarios) que 

estaban en contacto con rebaños con antecedentes de aborto (Barbosa Mireles et 

al., 2013). Finalmente, también ha sido reportada como agente causal de problemas 

de neumonía (Ortega et al., 2016), demostrado de este modo el potencial zoonótico 

de esta especie bacteriana. 

 
Chlamydia psittaci 

 
Bacteria de origen aviar que provoca psitacosis en aves y con riesgo potencial 

zoonótico comprobado. En los últimos cinco años se han realizado distintos estudios 

evidenciando el riesgo que representa esta especie bacteriana para el humano, 

principalmente por contacto con aves infectadas (Rodolakis y Laroucau, 2015). En 
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primera instancia causando psitacosis, ornitosis (Rodolakis y Laroucau, 2015) o 

neumonía atípica (Fossádal et al., 2018). Asimismo, se ha reportado como agente 

causal de infecciones genitales en mujeres (Osman et al., 2012). Se ha identificado 

en pacientes con enfermedades respiratorias; por ejemplo, neumonía en granjeros 

que trabajaban con animales infectados (Lagae et al., 2014). De igual forma, se ha 

relacionado con neumonía, tosferina y conjuntivitis (Cadario et al., 2017). No menos 

importante, asociando los posibles factores de riesgo involucrados en el contagio 

de la psitacosis en personas que manipulan aves (Čechová et al., 2018; Tolba et al., 

2019). Recientemente, se reportó como agente causal en un brote relacionado con 

enfermedad respiratoria grave entre trabajadores de plantas de sacrificio de aves 

de corral en USA (Shaw et al., 2019). Actualmente no existen reportes de contagio 

de C. psittaci de mamíferos al hombre. 

 
Chlamydia pecorum 

 
Esta bacteria se aloja de forma natural en el tracto digestivo y ocasiona enteritis; en 

la mayoría de los casos esta se presenta de manera subclínica, evitando así la 

detección oportuna de la enfermedad (Walker et al., 2015). C. pecorum también, ha 

sido asociada con otras enfermedades, entre ellas: artritis, queratoconjuntivitis, 

encefalomielitis, infertilidad, neumonía y mastitis, ocasionando pérdidas 

económicas en las unidades de producción (Walker et al., 2015). A pesar de la gran 

variedad de patologías con las que ha sido relacionado este agente bacteriano, el 

potencial zoonótico de esta especie de Chlamydia spp. es aún desconocido 

(Rodolakis y Mohamad, 2010). 

 
2.2.3. Candidatos para integrar como especies del género Chlamydia spp. 

 
Actualmente se han realizado diversos estudios en los cuales se han identificado y 

determinado por diferentes pruebas moleculares nuevas especies que por su 

similitud e identidad han sido propuestas como candidatos para integrarse como 

parte del género Chlamydia spp. (Phillips et al., 2019). 
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Chlamydia corallus 

 
Esta especie ha sido propuesta como candidato para integrarse al género 

Chlamydia spp.; la cual, ha sido identificada en muestras cloacales y cloanales 

provenientes de boas esmeralda del árbol de la cuenca del Amazonas (Corallus 

batesii) clínicamente sanas que se encuentran en cautiverio en Suiza; se detectó 

esta bacteria mediante estudios de metagenómica, evaluando la diversidad 

microbiana de muestras obtenidas previamente, demostrado con esta técnica la 

presencia de nuevos taxones dentro de este género bacteriano. Sin embargo, el 

potencial patogénico y zoonótico de estas es aún desconocido (Taylor-Brown et al., 

2017). 

 
Chlamydia sanzinia 

 
Una de las especies del género Chlamydia que ha sido reportada recientemente; la 

cual, ha sido aislada a partir de hisopos cloacales de una boa de árbol de 

Madagascar (Sanzinia volontany); la cual se encontraba cautiva en Suiza. El origen 

del nombre de esta especie se denominó a partir del nombre científico la especie 

hospedadora donde fue obtenida. Sin embargo, a pesar de ser identificada como un 

nuevo patógeno en reptiles, su biología, potencial patogénico y zoonótico aún no 

han sido dilucidados (Taylor-Brown et al., 2016). Adicionalmente también ha sido 

aisladas en otros especies como tortugas de vida libre y en cautiverio (Mitura et al., 

2017). 

 
Chlamydia buteonis 

 
Recientemente se ha descrito a esta especie, obtenido a partir del material del saco 

conjuntival y cloacal de un halcón de hombros rojos (Buteo lineatus) en cautiverio 

alojadas en un centro de rehabilitación, una de ellas desarrolló conjuntivitis y luego 

murió. Después de realizar distintos estudios moleculares pruebas de PCR tiempo 

real y secuenciación, se identificó a esta nueva especie que afecta a aves silvestres; 

de la cual, se desconoce su potencial zoonótico (Laroucau et al., 2019). 
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Chlamydia testudinis 

 
Se logró identificar en tortugas de espolones (Testudo greca) de un centros de 

recuperación de vida silvestre; las tortugas mostraron enfermedad ocular y 

secreción nasal. La presencia de Chlamydia spp. se puso en evidencia a partir de 

hisopos cloacales, conjuntivales y/o coanales de 58 animales; de los cuales, 57 

resultaron positivos a Chlamydiaceae, los análisis filogenéticos finales demostraron 

la presencia de una especie de Chlamydia no clasificada dentro de a la familia, por 

lo cual surge la propuesta de esta nueva especie C. testudinis (Laroucau et al., 

2020). 

 

2.3. Morfología 

 
Se ha descrito que las especies que comprenden el género Chlamydia spp. 

comparten un ciclo de desarrollo de dos fases (bifásico) que se alterna en dos 

estructuras morfológicas, un cuerpo elemental infectante (CE) y un cuerpo reticular 

metabólicamente activo (CR) (Bastidas et al., 2013). 

 

Los CE y CR son estructuras morfológica y funcionalmente distintas. El CE es una 

pequeña estructura de entre 0.2 - 0.3 μm de diámetro, esférico, electrodenso, no 

proliferativo; el cual, cuentan con una pared trilaminar, caracterizadas por un núcleo 

denso y excéntrico de ADN condensado y cromatina por lo que el ADN se encuentra 

altamente compactado (Kuo et al., 2011; Beeckman et al., 2014). Esta forma tipo 

espora, es osmóticamente más estable y menos permeable que el CR (Longbottom 

y Coulter, 2003; Beeckman et al., 2014). Estas características le permiten sobrevivir 

en el medio extracelular durante periodos de tiempo prolongados y a condiciones 

de estrés en el medio donde están (Elwell et al., 2016). 

 

Por su parte, el CR tienen un tamaño aproximado de 0.5 - 1.6 μm de diámetro, su 

ADN esta menos denso, obtienen sus nutrientes del citoplasma de la célula 

hospedadora y se multiplica mediante fisión binaria dentro de un cuerpo de inclusión 

(CI), son lábiles, osmóticamente inestables e incapaces de infectar otras células 

(Beeckman et al., 2014). Dentro del CI el CR sintetiza diversas proteínas; las cuales, 
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servirán para la adquisición de nutrientes y así completar su ciclo de desarrollo en 

un periodo de 72 horas post-infección (Elwell et al., 2016). 

 

2.4. Ciclo de desarrollo 

 
El ciclo de desarrollo de la bacteria una vez dentro de la célula hospedadora requiere 

de una compleja interacción patógeno-hospedador; posteriormente, de un ciclo de 

replicación para finalizar con la liberación de las mismas para la infección de células 

adyacentes (Elwell et al., 2016). 

 

Unión e invasión: Esta etapa inicial de la infección, se deduce que la diversidad de 

mecanismos de interacción entre las diferentes especies del género y sus 

hospederos naturales, contribuyen probablemente al tropismo tisular de las mismas 

(Elwell et al., 2016). Este proceso requiere de múltiples receptores empleados por 

la bacteria, la unión a la célula hospedadora se lleva a cabo a través de dos 

procesos: i) inicialmente, una interacción reversible entre el CE y la célula a través 

de los proteoglicanos de heparán sulfato (HSPGs por sus siglas en ingles), ii) 

posteriormente, una unión de alta afinidad de carácter irreversible mediada por 

receptores secundarios (Bastidas et al., 2013). Adicionalmente, se han propuesto 

otros receptores celulares como: receptor manosa, receptor manosa 6-fosfato y el 

receptor de estrógeno que son empleados por la bacteria para su ingreso 

(Cocchiaro y Valdivia, 2009). 

 

La entrada por parte de la bacteria al interior de las células no fagocíticas es 

mediado por una pequeña reorganización dependiente de GTPasa del citoesqueleto 

de actina, en el CE el sistema de secreción tipo III (SST3) está preparado para la 

descarga inmediata de efectores; tales como, la fosfoproteína de reclutamiento de 

actina translocada (TARP por sus siglas en ingles) en contacto con la célula 

hospedadora (Beeckman y Vanrompay, 2010). 

 

Establecimiento de un nicho intracelular: Una vez dentro de la célula 

hospedadora, los CEs estarán ubicados dentro de un compartimiento unido a la 

membrana de la célula (CI), mediante esta estructura la bacteria es transportada a 
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la región peri-Golgi a través de los microtúbulos al centro de reorganización de 

microtúbulos (MTOC por sus siglas en ingles). El CE sufre una reestructuración 

morfológica, la cual, dará como resultado un CR; éste se replica por fisión binaria 

(Bastidas et al., 2013). Mediante diferentes interacciones entre el CI y las rutas 

nutricionales de la célula, estás obtienen nutrientes esenciales para sobrevivir y 

replicarse; tales como, aminoácidos, lípidos, hierro y al mismo tiempo evita la 

detección por parte del sistema inmune innato (Bastidas et al., 2013). 

 

Interacción con otros organelos: Además de interactuar con el aparato de Golgi, 

el CI tiene interacción con otros organelos de la célula; los cuales también sirven 

para la adquisición de diferentes elementos que le servirán durante su ciclo de 

desarrollo. Los cuerpos vesiculares, sirven como fuente de esfingolípidos y 

colesterol, los adiposomas son translocados al interior del CI y sirven como fuente 

de lípidos neutros, la mitocondria y lisosomas son fuente esencial de aminoácidos 

derivados de la degradación de la célula hospedadora. Estas interacciones facilitan 

la adquisición de nutrientes para la replicación bacteriana; así, como para el 

desarrollo del CI (Bastidas et al., 2013). 

 

Liberación del cuerpo de inclusión: Al finalizar el ciclo de desarrollo bacteriano, 

los CRs se reestructuran nuevamente como CEs; los cuales, pueden ser liberados 

a través de dos mecanismos totalmente independientes. I) Lisis celular, implica la 

interrupción secuencial de la inclusión y las membranas celulares por las cisteína 

proteasas; lo que resultará en la muerte de la célula hospedadora (Hybiske y 

Stephens, 2008). Por otra parte, ii) la extrusión del CI requiere la polimerización de 

la actina, miosina, la familia Rho de GTPasa RhoA; como resultado, la inclusión es 

liberada del espacio intracelular dejando a la célula hospedadora intacta (Hybiske y 

Stephens, 2008; Bastidas et al., 2013). 

 

2.5. Factores de virulencia 

 
Las especies que conforman el género Chlamydia spp. pueden expresar una amplia 

gama de factores de virulencia; los cuales, le permiten sobrevivir y llevar a cabo su 

ciclo de desarrollo de forma adecuada; sin embargo, poco se sabe sobre estos, ya 
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que no existe suficiente información documentada, debido a la falta de herramientas 

genéticas; lo cual, ha dificultado su identificación (Rodolakis y Laroucau, 2015). La 

virulencia de este tipo de bacterias refiere en su capacidad de atravesar las barreras 

mucosas, ir más allá de los nódulos linfáticos, multiplicarse en el sistema 

reticuloendotelial, establecerse y colonizar órganos diana como: corazón, hígado, 

riñón y pulmones (Rodolakis y Laroucau, 2015). 

 

a) Familia de Proteínas de la Membrana Polimórfica (Pmp’s): Las proteínas de 

90 Kda de C. spittaci se denominaron inicialmente como Proteínas Putativas de la 

Membrana Externa (POMP), Las especies del género Chlamydia spp. poseen una 

familia única de proteínas autotransportadoras aceptando dicha designación pero 

aceptando el hecho de que no todas las proteínas pueden estar en la membrana 

externa, Stephens et al. (1998) las renombró como “Proteínas de la Membrana 

Polimórfica (pmp’s). Se ha demostrado que el número de genes Pmp’s que codifican 

estas proteínas varias entres especies; sin embargo, todas codifican un solo gen 

pmpD, en el caso específico de C. abortus la proteína es codificada por 18 genes 

(Wheelhouse et al., 2012). 

 

b) Proteínas de Inclusión (Inc): Esta familia de proteínas son secretadas a partir 

del SST3, los estudios suponen que las interacciones entre el CI y la célula 

hospedadora están mediadas por esta familia de proteínas; las cuales, se 

encuentran ancladas a la membrana de inclusión, pero su conjunto de objetivos del 

hospederos son en gran parte desconocidos (Dickinson et al., 2019). En C. 

trachomatis se ha dilucidado que la ausencia de una a varias de estas proteínas 

afecta seriamente los procesos bacterianos; por ejemplo, el estudio demostró que 

se requieren tres proteínas Inc para mantener la estabilidad de la membrana de 

inclusión y evitar las lisis de la célula huésped. En ausencia de Inc’s específicas, la 

lisis de inclusión prematura resulta en reconocimiento por parte de los fagolisosomas 

y terminación prematura del ciclo de desarrollo de la bacteria; lo cual, revela la 

importancia de la participación de estas proteínas en el proceso de infección por 

parte del patógeno (Weber et al., 2017). 
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c) Sistema de Secreción Tipo III (SST3): El SST3 es un mecanismo biológico 

esencial para la supervivencia de este género bacteriano. Este sistema de secreción 

es codificado por todas las especies del género; el cual, le permite a la bacteria 

translocar diferentes tipos de proteínas efectoras y también de la envoltura 

bacteriana a través de la membrana de inclusión (Peters et al., 2007). Los estudios 

enfocados en la comprensión del ciclo de desarrollo del género Chlamydia spp. han 

permitido la identificación de diferentes proteínas efectoras de tipo III y vías 

específicas del hospedero para promover y mantener la infección (Rodolakis y 

Laroucau, 2015). 

 

d) Proteína Reclutadora de Actina Translocada (TARP): Proteína que juega un 

rol fundamental en la internalización del CE en la célula hospedadora, su función 

principal es la reestructuración del citoesqueleto de actina de esta; también, ha sido 

identificada como un factor de virulencia potencial de C. abortus mediante diferentes 

análisis y librerías de expresión (Hagemann et al., 2016). 

 

e) Proteína de Chlamydia Asociada a la Membrana Nuclear Interna (SINC): 

Descubierta recientemente, esta proteína fue identificada en C. psittaci, C. abortus 

y C. caviae; su objetivo es dirigirse exclusivamente a la membrana nuclear de las 

células infectadas; para interactuar con las proteínas de la membrana nuclear; las 

cuales, controlan la estructura nuclear, la señalización, organización de la cromatina 

y silenciamiento génico de la misma (Mojica et al., 2015). 

 

f) Factor de Actividad Similar a la Proteasa (cpaf): En C. trachomatis se ha 

descrito que esta proteasa secretada durante la replicación de la bacteria dentro del 

CI, la forma en que se activa la proteasa actualmente no se comprende en su 

totalidad (Prusty et al., 2018). Se ha determinado que esta proteasa secuestra 

numerosas proteínas de las células infectadas en beneficio del CI; adicionalmente, 

permite la degradación de los péptidos antimicrobianos liberados por la célula 

infectada (Tang et al., 2015). La expresión específica de tiempo y la localización de 

CPAF dentro de la inclusión durante el ciclo de desarrollo de Chlamydia evita la 

posible lisis prematura de la célula huésped (Prusty et al., 2018). 
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f) Proteína de Choque Térmico (groEL): El genoma de las especies del género 

Chlamydia spp. codifican tres proteínas a partir de tres genes groEL (ChgroEL, 

ChgroEL2 y ChgroEL3); los cuales, ayudan al plegamiento de proteínas a través de 

un mecanismo dependiente de ATP. Además, estas proteínas han desarrollado 

funciones específicas. Un estudio reveló que la proteína ChgroEL es la proteína 

principal y los homólogos ChgroEL2 y ChgroEL3 cumplen funciones distintas que 

están relacionadas con la supervivencia en condiciones de estrés, (Illingworth et al., 

2017). 

 

g) Potenciador de Infectividad de Macrófagos (MIP): Proteína involucrada en la 

persistencia de la bacteria, es una lipoproteína expuesta en la superficie de los CE’s. 

Las MIP inducen la producción de citocinas proinflamatorias por 

monocitos/macrófagos (Bas et al., 2008) y el mantenimiento de la inflamación, 

después de la erradicación de organismos vivos con antibióticos (Rodolakis y 

Laroucau, 2015). 

 

h) Proteínas Rab: Son una subfamilia perteneciente a la superfamilia de proteínas 

Ras; la cual, es un subconjunto de pequeñas proteínas G reguladoras de los 

procesos de tráfico intracelular, entre otros (Kelly et al., 2012). Esta subfamilia se 

divide en subproteínas; de las cuales, la proteína Rab11 se ha identificado en 

especies de Chlamydia spp. que afectan al humano, C. trachomatis y C. 

pneumoniae. Rab11 se asocia con los CI y se logró identificar que la disminución 

de Rab11a se relaciona con el decremento en el número de partículas infecciosas 

generadas. Esta proteína puede interactuar directamente con la proteínas de 

inclusión clamidial (Kelly et al., 2012). 

 

2.6. Aborto Enzoótico Ovino 

 
El aborto enzoótico ovino (AEO) es una enfermedad provocada por C. abortus; la 

cual, es una enfermedad distribuida ampliamente a nivel mundial en países 

dedicados a la producción pecuaria (Rodolakis y Laroucau, 2015). Durante la 

infección en hembras gestantes, la bacteria coloniza la placenta y provoca el aborto 

o en ocasiones el nacimiento de corderos débiles que no superan las 48 horas de 
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vida (Longbottom et al., 2013). El AEO representa un problema de salud animal y 

económico para las personas que se dedican a la actividad ganadera especialmente 

en pequeños rumiantes (Longbottom y Coulter, 2003). Se ha documentado en 

diversos estudios el potencial zoonótico que representa esta bacteria, 

principalmente para mujeres que entran en contacto directo o indirecto con animales 

infectados causando diversas patologías (Cheong et al., 2019), entre ellas: aborto 

espontaneo (Essig y Longbottom, 2015; Rodolakis y Laroucau, 2015), coagulación 

intravascular diseminada después del parto, falla renal aguda y edema pulmonar, 

enfermedad pélvica inflamatoria (Walder et al., 2003), sepsis durante el embarazo 

(Walder et al., 2005) y como agente causal de neumonía en una persona que 

trabajaba con muestras biológicas de C. abortus (Ortega et al., 2016). 

 

En México, la presencia de esta bacteria ha sido reportada desde los años 90 y 

actualmente el AEO es considerada como una enfermedad endémica en nuestro 

país; la cual, está clasificada dentro del grupo de enfermedades de reporte mensual 

obligatorio ante autoridades zoosanitarias oficiales (DOF, 2018). 

 

2.7. Transmisión 

 
La forma en la que se trasmite mayormente C. abortus es a través de la vía oronasal 

de animales infectados a animales suceptibles; por medio de la ingesta de alimentos 

y agua contaminados con el patogeno (Longbottom y Coulter, 2003). La transmisión 

de C. abortus se da a traves de la contaminación del medio ambiente; la cual, ocurre 

en gran medida durante el estro, cuando se presentan los abortos o la temporada 

de parto que son los puntos críticos para la liberación del patógenos al medio 

ambiente (Longbottom y Coulter, 2003). Cuando las ovejas están infectadas, la 

bacteria es liberada en grandes cantidades a traves de los fluidos vaginales; los 

cuales, se pueden observar dos semanas antes de un aborto inminente y persiste 

dos semanas después del mismo (Rodolakis y Laroucau, 2015). 

 

Una vez establecida la enfermedad en el rebaño, las ovejas pueden infectarse en 

cualquier etapa de su vida y en cualquier estación del año; sin embargo, la 

temporada que representa un alto riesgo de contagio es sin duda en la temporada 
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de parto o cuando los abortos se presentan en el rebaño. Bajo ciertas condiciones, 

las bacterias pueden permanecer viables en el ambiente durante varios días, 

propagando la infección a otros animales (Longbottom y Coulter, 2003). El AEO se 

caracteriza por ser una enfermedad autolimitante, esto se debe, a que una vez que 

las ovejas afectadas abortan a causa de esta enfermedad, producen anticuerpos 

que les proporcionaran una inmunidad duradera por dos o tres años, con lo cual 

durante este periodo la oveja no aborta. Sin embargo, la oveja infectada elimina de 

manera intermitente a la bacteria durante su vida productiva; principalmente a traves 

de los fluidos vaginales en temporadas de parto subsecuentes (Longbottom y 

Coulter, 2003). 

 

2.8. Diagnóstico 

 
Debido a la variedad de cuadros clínicos, hospederos animales y dado que la 

clamidiosis a menudo se diagnostica en combinación con otros agentes infecciosos, 

un diagnóstico definitivo de AEO, generalmente requiere de pruebas de laboratorio 

con personal altamente capacitado (Sachse et al., 2009). Para realizar el 

diagnóstico de especies de Chlamydia, las muestras por elección son hisopados 

(vaginales, conjuntivales y/o rectales) dependiendo de la especie de la cual se 

sospeche, las muestras deberán estar conservadas en medio de transporte especial 

para Chlamydia spp., sacarosa-fosfato-glutamato (SPG) (Sachse et al., 2009; Mora 

Diaz et al., 2015); por otra parte, el diagnóstico puede realizarse por métodos 

indirectos (ELISA) o directos (cultivo celular y PCR) (Sachse et al., 2009). 

 
2.8.1. Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzimas 

 
La presencia de antígenos clamidiales se pueden detectar en muestras de tejidos o 

frotis teñidos con tinciones específicas o reacciones inmunocitoquímicas. Otros 

estudios incluyen el uso de pruebas de inmunoensayo, destacando las pruebas de 

ELISA y pruebas de anticuerpos fluorescentes. Sin embargo, aunque estas pruebas 

demuestran con rapidez la presencia de organismos clamidiales, generalmente no 

permiten la identificación de la especie, serotipo o subtipo involucrado en el 

individuo afectado, esto se debe al empleo de proteínas que todas las especies 
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sintetizan y comparten entre sí; como lo son, los LPS y la MOMP (Sachse et al., 

2009). 

 

La mayoría de las pruebas de diagnóstico serológico que se distribuyen 

comercialmente están desarrolladas para la especie C. trachomatis en muestras 

clínicas humanas; sin embargo, teóricamente también pueden ser adecuadas para 

detección de infecciones clamidiales en animales por los antígenos que se emplean 

para las mismas (LPS y MOMP), algunos de estas marcas incluyen pruebas de 

anticuerpos fluorescentes directos (DFA) (IMAGEN, Celltech; Chlamydia-Direct IF, 

BioMerieux; Vet-IF, Cell Labs), ELISA en placa (Chlamydiazyme, Abbott; IDEIA, 

Dako; IDEIA PCE, Dako; Pathfinder, Kallestad; Chlamydia-EIA, Pharmacia) y ELISA 

en fase sólida (Clearview Chlamydia MF, Unipath; Surecell, Kodak) (Sachse et al., 

2009). 

 

El ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas o ELISA (del inglés Enzyme- 

Linked ImmunoSorbent Assay), es una prueba de diagnóstico que detecta 

anticuerpos específicos en suero de individuos afectados contra el género de 

clamidia (Sachse et al., 2009; Rodolakis y Laroucau, 2015), actualmente existen 

pruebas de ELISA que se comercializan en diferentes partes del mundo para el 

diagnóstico del AEO; sin embargo, las desventajas que tienen este tipo de pruebas 

son las reacciones cruzadas entre especies (C. abortus y C. pecorum); lo cual, 

dificulta el diagnóstico específico (Bommana et al., 2019). Los ensayos que evalúan 

diferentes antígenos para la detección de especies de Chlamydia spp. han sido 

diversos. Primeramente evaluando fragmentos de la MOMP a través de una prueba 

de ELISA indirecta (rOMP91B iELISA), la cual, mostró una sensibilidad y 

especificidad del 84.2% y 98.5% respectivamente, el estudio demostró que la 

prueba de ELISA indirecta fue mejor en la diferenciación de animales infectados con 

C. abortus y C. pecorum (Longbottom et al., 2001). Posteriormente, otro estudio 

comparó diferentes antígenos recombinantes, todos estos fueron identificados a 

partir de la Proteína Polimórfica de la Membrana Externa o POMP90 (del inglés, 

Polymorphic Outer Membrane Protein). De las 12 fracciones identificadas, OMP90- 

3 y OMP90-4 fueron las más efectivas mostrando una sensibilidad del 95.7% y 
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94.3% respectivamente y una especificidad del 100% para ambas. Los hallazgos 

del estudio revelaron que la prueba de ELISA con el fragmento rOMP90-4 fue más 

sensible que la de rOMP90-3, ya que identificaba más muestras positivas para AEO 

y además, ambas fueron superiores a la prueba de fijación del complemento o CFT 

(del inglés complement fixation test) (Longbottom et al., 2002). Adicionalmente y de 

manera complementaria a estos estudios, se realizó un estudio en el cual se 

evaluaron cuatro pruebas de ELISA experimentales basadas en CEs completos de 

C. abortus (CE), una preparación a partir de la membrana externa de bacteria 

completa (SolPr) y dos fragmentos recombinantes de POMP90 (rOMP90-3 y 

rOMP90-4), contra tres pruebas comerciales, la prueba CHEKIT1 Chlamydophila 

abortus, Pourquier1 ELISA Chlamydophila abortus y ImmunoComb Ovine 

Chlamydophila Antibody. Los resultados durante la prueba mostraron que la prueba 

de ELISA comercial InmunoComb obtuvo la mayor sensibilidad (98.4%) en 

comparación con las demás; sin embargo, la especificidad determinada (65.4%) fue 

menor que todas las pruebas evaluadas. Los resultados determinaron que de las 

ocho pruebas de ELISA evaluadas, la prueba que ofreció mejores resultados en 

cuanto a sensibilidad y especificidad, fue la prueba de ELISA basada en el 

fragmento recombinante rOMP90-3 con valores de 96.8% y 100% respectivamente, 

este estudio demostró que esta prueba de ELISA experimental puede ser una 

alternativa adecuada para el diagnóstico serológico de AEO (Wilson et al., 2009). A 

estos resultados, se suma un estudio realizado en 2018; el cual, comparó tres 

pruebas comerciales (IDvet, MVD-Enfer y LSI) para la detección de anticuerpos 

contra C. abortus en ovejas, se evaluaron animales vacunados durante diferentes 

periodos de tiempo para medir la producción de anticuerpos entre animales que 

abortaban y animales que tenían corderos sanos, los resultados revelaron que la 

prueba más sensible fue la LSI (94.74%) seguida por MVD-Enfer (78.95%) y por 

último IDvet (73.68%), los tres kit detectaron niveles altos de anticuerpos en las 

ovejas que abortaban en comparación con las que tenían corderos sanos. La prueba 

más sensible en este estudio se basa en la identificación del lipopolisacarido (LPS) 

clamidial; el cual, muestra reacción cruzada con todas las especies del género 

Chlamydia, se determina adecuado para identificar ovejas infectadas con cualquier 
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especie del género, pero no se considera específico para C. abortus (O’Neill et al., 

2018). Finalmente, un estudio revelo las desventajas que tienen este tipo de pruebas 

comerciales en cuanto a reacciones cruzadas entre C. abortus y C. pecorum, 

realizando la evaluación en diferentes rebaños, las pruebas serológicas revelaron 

una baja seropositividad de C. abortus empleando una prueba de ELISA basada en 

péptidos (1.2%) en ovejas australianas y una seropositividad moderada en un 

rebaño de suiza con antecedentes clínicos de aborto asociados a C. abortus 

(26.9%). Utilizando pruebas de CFT y ELISA, la seropositividad fue 

significativamente mayor, lo que sugiere reactividad cruzada entre estas dos 

especies. Adicionalmente, empleando una prueba de PCR tiempo real para detectar 

ADN de C. pecorum en animales australianos seropositivos a Chlamydia spp., se 

concluyó que la seropositividad de Chlamydia puede estar relacionado a la 

reactividad cruzada con infecciones endémicas de C. pecorum (Bommana et al., 

2019). Debido a las desventajas que demuestran este tipo de pruebas es 

recomendable complementarlas con alguna otra más específica como las pruebas 

de PCR (Sachse et al., 2009). 

 
2.8.2. Aislamiento bacteriano 

 
Por su naturaleza intracelular obligada, estas bacterias requieren de medios vivos 

para su aislamiento; actualmente se emplea el cultivo celular (células McCoy por 

elección) para dicho fin (Sachse et al., 2009); hasta hace algunos años esta técnica 

era considerada el estándar de oro para el diagnóstico de Chlamydia spp. 

(Longbottom y Coulter, 2003). Sin embargo, el desarrollo de nuevas metodologías 

como la amplificación de ácido nucleico (PCR y secuenciación) empleadas para 

mejorar el diagnóstico, actualmente son las técnicas que se emplean por su rapidez 

y facilidad para el manejo de un mayor número de muestras (Borel et al., 2018). La 

PCR provee wona los laboratorios de diagnóstico veterinario de variantes mucho 

más sensibles y específicas para la detección y tipificación de especies de 

Chlamydia spp. o complementarias al aislamiento bacteriano (Rodolakis y 

Laroucau, 2015). 



23  

2.8.3. Prueba de Reacción en Cadena de la Polimerasa 

 
Esta prueba detecta ADN específico de cualquier organismo; por lo cual, es una 

prueba mucho más sensible y específica que el cultivo celular al momento de 

identificar el género y especie implicada en los individuos afectados (Sachse et al., 

2009). En los últimos 15 años el uso de esta técnica ha tomado mucha relevancia y 

sus diferentes variantes revelan mejores resultados en comparación con las 

mencionadas anteriormente tales como: i) procesar un mayor número de muestras, 

ii) menor tiempo para la obtención de resultados, iii) el uso de diferentes tipos de 

muestras para el diagnóstico, iv) los organismos no tienen que estar cien por ciento 

viables y v) mayor sensibilidad y especificidad. Desde que se implementó su uso en 

laboratorios de diagnóstico veterinario, los genes empleados para la identificación 

de estos agentes bacterianos han sido diferentes: proteína principal de la membrana 

externa o MOMP (del inglés, Major Outer Membrane Protein), proteínas de la 

membrana polimórfica o Pmps (del inglés, Polymorphic membrane protein), 16S y 

23S (Sachse et al., 2009). Las metodologías de PCR para la detección específica 

de especies de Chlamydia son variadas, por mencionar algunas: La prueba de PCR 

“Totouchdown enzyme time reléase” para amplificar diferentes secuencias de ADN 

en las regiones variables de los genes de ARNr espaciador 16S y 16S-23S 

específicos para la identificación de especies de este género bacteriano; por 

ejemplo, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae y Chlamydia psittaci 

(Madico et al., 2000). Otra variante de esta prueba, la PCR-RFLP prueba que 

identifica en primera instancia la presencia del gen omp2 específico de la familia 

Chlamydiaceae y posteriormente mediante una digestión con la enzima de 

restricción AluI, tiene la capacidad de identificar un total de nueve especies del 

género Chlamydia entre estas, C. abortus, C. pecorum (Marsilio et al., 2005) y C. 

psittaci (Hartley et al., 2001). Adicionalmente, una variante enfocada al gen 16S 

específico de la familia Chlamydiaceae pero empleando una prueba de PCR en 

tiempo real demostró alta especificidad al evaluar muestras de diferentes especies 

de Chlamydia contra otros géneros bacterianos (Condon y Oakey, 2007); 

adicionalmente, esta variante también puede ser empleada para la identificación 

específica de especies de Chlamydia empleando iniciadores específicos para cada 
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una (Nordentoft et al., 2011). Posteriormente, se desarrolló una prueba de PCR 

multiplex para la identificación de C. abortus, C. pecorum y Coxiella burnetii, 

implicadas como agentes causales de aborto, esta prueba a diferencia de las antes 

mencionadas, ayuda a identificar de manera simultánea a las tres especies, dicha 

prueba demostró ser altamente específica y rápida para la detección de estos 

agentes bacterianos (Berri et al., 2009). 

 

2.9. Tratamiento 

 
2.9.1. Antibióticos 

 
La administración de tetraciclina para el tratamiento del AEO en rebaños afectados 

o con presencia de abortos ha demostrado inhibir el crecimiento y disminuir la taza 

de abortos en el mismo (Sachse et al., 2009), es importante recalcar, que el uso de 

los antibióticos debe ser de manera controlada para minimizar el desarrollo de 

resistencia por parte del patógeno. Aunque los antibióticos sirven para disminuir las 

pérdidas, este tipo de tratamientos no eliminan a la bacteria; ya que, los animales 

afectados siguen eliminando a los organismos; por lo cual, su uso profiláctico no es 

recomendado (Essig y Longbottom, 2015). En países europeos, además del uso de 

antibióticos también se implementa la administración de bacterinas para prevenir y 

controlar el AEO en rebaños con animales susceptibles, esto debido a que es la 

única enfermedad de origen clamidial para la que existen bacterinas disponibles 

comercialmente (Rodolakis y Laroucau, 2015). 

 
2.9.2. Inmunógenos 

 
En el ámbito veterinario, los avances tecnológicos en el desarrollo de inmunógenos 

para el control de enfermedades han tenido un realce importante en los últimos 25 

años, desde el empleo de bacterias completas ya sean vivas o muertas hasta el uso 

de inmunógenos de ADN; los cuales, ofrecen medidas más seguras tanto para el 

animal como para el médico veterinario que las administra (Francis, 2018). 

 

En los últimos 70 años, los estudios para el desarrollo de inmunógenos para 

combatir enfermedades de origen clamidial en especies animales principalmente 
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ganado (ovinos, caprinos, bovinos y porcinos) se enfocan en prevenir pérdidas 

económicas en las unidades de producción; sin embargo, el objetivo principal es 

preservar la salud humana por la zoonosis que algunas de estas representan. En 

los últimos 10 años los ensayos vacúnales contra Chlamydia spp. se han 

incrementado, en estos estudios la proteína más empleada en los desafíos contra 

Chlamydia spp. ha sido la MOMP (Phillips et al., 2019). Adicionalmente, se han 

realizado estudios enfocados en la búsqueda de antígenos específicos de esta 

proteína de superficie para una diferenciación entre especies (Hoelzle et al., 2004). 

Posteriormente, se han empleado diferentes tipos de antígenos en el desarrollo 

inmunógenos contra agentes clamidiales, las primeras pruebas empleaban 

tradicionalmente los CEs, los cuales, eran inactivados mediante tratamientos con 

UV o vivos (atenuados) fijados con formalina. Posteriormente, a mediados de la 

década de los 90’s los enfoques en el uso de otros antígenos para el desarrollo de 

vacunas de subunidades como: proteínas recombinantes, péptidos sintéticos, 

vectores de expresión y ADN comenzaron a emplearse para el desafío en modelos 

murinos principalmente (Phillips et al., 2019). 

 

Por último, aunque existen vacunas disponibles comercialmente para el control y 

prevención del AEO, está bien documentado que en el caso de la vacuna viva 

atenuada 1B C. abortus, tiene el potencial de reactivación y causar la enfermedad 

en animales inmunizados (García-Seco et al., 2016; Laroucau et al., 2018; 

Longbottom et al., 2018). Del total de los desafíos vacunales contra Chlamydia spp. 

solo el 5% de han sido enfocadas a C. abortus, evaluados en ratones, vacas, ovejas 

y cerdos de Guinea (Phillips et al., 2019), los estudios evalúan algunas proteínas 

principalmente las Pmp’s buscando diferentes variaciones o mutaciones que 

puedan servir como puntos clave para la prevención del AEO (Burall et al., 2009). 

 

2.10. Nuevas tecnologías para el desarrollo de pruebas de detección de 

antígenos y prototipos vacunales 

 

A la fecha se han desarrollado diferentes estudios que han identificado a estos 

posibles candidatos, tanto para el diagnóstico como para el desarrollo de vacunas 

(Rodolakis y Laroucau, 2015). 
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2.10.1. Inmunoensayos 

 
Las proteínas inmunorreactivas, expresadas en animales infectados, se han 

propuesto como nuevos candidatos como antígenos marcadores para el diagnóstico 

y el uso de diferentes genes de virulencia que pueden ser empleados para el 

desarrollo de prototipos de vacunas de subunidades para la prevención y control de 

enfermedades causadas por especies de Chlamydia spp (Hagemann et al., 2016). 

En el caso de C. abortus, se han realizado diversos estudios, evaluando diferentes 

proteínas. Un estudio evaluó la respuesta inmune humoral provocada por algunas 

proteínas de superficie (MOMP, MIP, Pmp13G) y asociadas con la virulencia (CPAF, 

TARP, SINC), dicho estudio demostró que las ovejas que abortaron mostraron una 

fuerte respuesta de anticuerpos a los antígenos de superficie. Adicionalmente, 

identificaron que el antígeno más específico para el serodiagnóstico de las 

infecciones humanas por C. abortus fue la Pmp13G, esta proteína no mostró 

reactividad cruzada con otras especies de Chlamydia spp. que afectan a humanos 

(Hagemann et al., 2016). 

 
2.10.2. Prototipos vacunales 

 
En cuanto a las proteínas empleadas actualmente para el desarrollo de prototipos 

vacunales, los estudios se han enfocado a tres proteínas que juegan un rol principal 

en el ciclo de desarrollo de la bacteria (Phillips et al., 2019). Otras proteínas de este 

género bacteriano utilizadas como antígenos en ensayos vacúnales son las 

proteínas de la superficie membranal de Chlamydia spp. las cuales, han mostrado 

que tienen regiones altamente conservadas (Vasilevsky et al., 2016). Otro estudio 

evalúa tres diferentes tipos de vacunas: vacuna de ADN, vacuna de fagos (OmpA) 

y una vacuna comercial vacuna viva atenuada, liofilizada basada en la cepa 1B de 

C. abortus. Aunque la vacuna de fagos ofrece buenos resultados, no supera la 

ofrecida por la vacuna comercial; sin embargo, el estudio concluye que este 

novedoso sistema de administración de vacunas ofrece ventajas que superan por 

mucho a las vacunas comerciales, tales como: manejo, seguridad más eficiente y 

producción relativamente más económica (Ling et al., 2011). Otras pruebas 
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evaluaron una combinación con el polisacárido de Lycium barbarum (LBP3a), los 

resultados demostraron una buena protección en ratones desafiados con C. abortus 

empleando un polisacárido LBP3a combinado con una vacuna de ADN que codifica 

la MOMP de C. abortus (Ling et al., 2011). Posteriormente, se han propuesto otras 

proteínas, tales como, las pertenecientes a la familia de las Pmp’s, estas han 

demostrado tener el potencial inmunogénico para el desarrollo de inmunógenos 

contra C. abortus (Rodolakis y Laroucau, 2015). Un estudio evaluó la Pmp18D en 

dos diferentes formulaciones, FL (ligando de tirosina quinasa 3 tipo Fms; Flt3L) y 

fantasmas de Vibrio cholerae (VCG) para inducir inmunidad innata y de protección 

cruzada contra la infección genital por C. abortus. La evaluación se realizó con la 

regulación de la expresión de la proteína, por la activación y diferenciación de 

diferentes tipos celulares. Los resultados demostraron que la formulación que ofrece 

mejores resultados es la Pmp18D+VCG (Pan et al., 2015), así como otra variante, 

empleando un fragmento N-terminal de esta proteína, denomina Pmp18D.1, el 

estudio evaluó su capacidad para inducir una respuesta inmune innata en células 

dendríticas y activar las vías de señalización involucradas en la secreción de IL-1β 

(Pan et al., 2017). Otras proteínas empleadas como antígenos combinados (MIP y 

CPAF) demostraron una eficacia del 50% contra una vacuna viva atenuada 

comercial; adicionalmente, aunque existe liberación del patógeno por parte de los 

animales inmunizados, estos liberan en menor concentraciones en comparación 

con el control negativo. No obstante, se pudo observar en dicho estudio que cuando 

estas dos proteínas son administradas de manera individual no tiene efecto alguno 

contra la infección experimental (O’Neill et al., 2019). 

 
2.10.3. Herramientas bioinformáticas 

 
La bioinformática es un campo de la ciencia que engloba algunas disciplinas tales 

como, biología, informática, computación y tecnologías de la información que 

trabajan en conjunto para almacenar, organizar y analizar grandes cantidades de 

información generadas a través de estudios de genética, biología molecular y 

biotecnología (Soria-Guerra et al., 2015). 
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El amplio desarrollo de estas tecnologías, en especial la predicción in silico de 

epítopes con potencial inmunogénico en proteínas específicas de patógenos que 

afectan a humanos y animales ha demostrado ser eficiente, tanto para el desarrollo 

de pruebas de serodiagnóstico (Hemati et al., 2020; Yin et al., 2021); como para el 

desarrollo de vacunas para la prevención y control de enfermedades a nivel mundial 

(Soria-Guerra et al., 2015). Para dicho fin, existen una amplia gama de softwares 

bioinformáticos que ayudan a los investigadores en esta ardua tarea; los cuales, 

algunos se encuentran disponibles de manera gratuita en la red, estos programas 

bioinformáticos emplean una serie de diferentes algoritmos matemáticos que 

básicamente establecen valores a las secuencias evaluadas por los mismos y 

mediante estas y otras características más complejas determinar las propiedades 

de los aminoácidos que conforman una proteína diana (Soria-Guerra et al., 2015). 

 

El empleo de estas tecnologías en pro de la salud animal ha sido variado, 

empleándose en diversos estudios para la determinación y caracterización de ya 

que un desafío importante en el desarrollo de diagnósticos como ELISA es la 

selección de uno o varios antígenos ideales que sean específicos del patógeno y 

permitan un reconocimiento sensible y específico de patógenos de importancia en 

salud animal; por ejemplo, la enfermedad de Johne (JD), enfermedad infecciosa de 

los rumiantes causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) 

(Hemati et al., 2020), brucelosis (Yin et al., 2021) o incluso para determinada 

especie animal (cerdos) (Moise et al., 2020), por mencionar algunos de los estudios 

más recientes. 

 

En cuanto al género Chlamydia, el empleo de estas herramientas bioinformáticas 

para el mapeo de proteínas que podrían ser empleadas como dianas para el 

desarrollo tanto de vacunas como de pruebas de serodiagnóstico, se cuenta con 

poca información al respecto. Existen estudios en dos especies: C. trachomatis, 

patógeno que afecta al ser humano, enfocado estudio que fue enfocado en el 

desarrollo de una prototipo vacunal (Pourhajibagher y Bahador, 2016) y C. suis 

patógeno que afecta principalmente a cerdos, estudio enfocado en el desarrollo de 

una prueba de ELISA (De Puysseleyr et al., 2018). 
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Immune Epitote Database (IEDB) 

 
El software “Immune Epitope Database Analysis Resource” (IEDB), es un software 

bioinformático disponible de manera gratuita en la red; el cual, predice a través de 

diferentes algoritmos matemáticos la presencia de epítopes inmunogénicos en 

secuencias proteínicas proporcionadas por el usuario, el método general sobre el 

funcionamiento de este se describe a continuación. 

 

Bepi Pred - 2.0 

 
BepiPred-2.0, es un servidor web para predecir epítopos de células B a partir de 

secuencias de antígenos. BepiPred-2.0 se basa en un algoritmo de bosque aleatorio 

de epítopos anotados a partir de estructuras de proteína anticuerpo-antígeno. Se 

descubrió que este nuevo método supera a otras herramientas disponibles para la 

predicción de epítopos basada en secuencias tanto en datos de epítopos derivados 

de estructuras 3D resueltas como en una gran colección de epítopos lineales 

descargados de la base de datos IEDB. El método muestra los resultados de una 

manera fácil de usar e informativa, tanto para usuarios con conocimientos 

informáticos como para usuarios no expertos. Creemos que BepiPred-2.0 será una 

herramienta valiosa para la comunidad de bioinformática e inmunología (Jespersen 

et al., 2017). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 
En la actualidad, el uso de pruebas de serodiagnóstico para la prevención y control 

del Aborto Enzoótico Ovino en países donde es implementado presentan 

deficiencias en el diagnóstico específico del agente patógeno; dado que los 

porcentajes de sensibilidad y especificidad de algunas de estas pruebas tienden a 

ser bajos, lo que conlleva a la identificación de falsos positivos debido a las 

reacciones cruzadas provocadas por especies del mismo género bacteriano que 

afectan a los pequeños rumiantes; ya que, estas pruebas están desarrolladas a 

partir de proteínas compartidas entre estos microrganismos; lo que resulta en 

diagnósticos erróneos que impiden la implementación oportuna de medidas de 

control y prevención en los rebaños afectados. 

 

Esto ha generado la necesidad de buscar alternativas que ayuden al desarrollo de 

pruebas mucho más sensibles y específicas; como el uso de proteínas 

recombinantes, fragmentos de proteínas específicas, la identificación (in silico) y 

síntesis de péptidos sintéticos; las cuales, han demostrado resultados prometedores 

en la identificación específica de C. abortus. 

 

En México, el uso de pruebas de diagnóstico para el AEO no está implementado; 

sin embargo, ante la creciente evidencia científica sobre el aumento de la 

prevalencia de este patógeno en rebaños de pequeños rumiantes a nivel nacional, 

hace necesario contar con pruebas que sean económicas, rápidas, que puedan 

emplearse en laboratorios de todo el país y que sean lo suficientemente sensibles 

y específicas para el diagnóstico oportuno del AEO en rebaños susceptibles. Con 

base a esto, el presente trabajo de investigación tuvo como propósito el uso de dos 

softwares bioinformáticos para la caracterización e identificación in silico de 

epítopos inmunogénicos en fragmentos de la Proteína de Membrana Polimórfica 

(POMP90) en un aislado de Chlamydia abortus de origen mexicano obtenido en un 

estudio previo con el objetivo de identificar epítopos específicos. 
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IV. HIPÓTESIS 

La evaluación in silico de los fragmentos superpuestos 3 y 4 de la Proteína de la 

Membrana Polimórfica (POMP90) permite identificar epítopes con potencial 

inmunogénicos específicos contra Chlamydia abortus. 
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V. OBJETIVOS 

 
Identificar epítopes inmunogénicos in silico en dos fragmentos superpuestos de la 

Proteína de la Membrana Polimórfica (POMP90) en un aislado mexicano de 

Chlamydia abortus. 

 

Objetivos específicos 

 
Identificar genes que codifican los fragmentos pomp90-3 y pomp90-4 en un aislado 

de Chlamydia abortus de origen mexicano. 

 

Clonar y secuenciar los fragmentos superpuestos 3 y 4 de la POMP90 de Chlamydia 

abortus. 

 

Identificar epítopes inmunogénicos a partir de secuencias proteínicas obtenidas de 

los productos clonados de Chlamydia abortus empleando el software “Immune 

Epitope Database”. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1. Microorganismos 

 
Se empleó un aislamientos de C. abortus identificado y caracterizado previamente 

mediante pruebas de aislamiento en cultivo celular, inmunofluorescencia directa y 

PCR, obtenido de un ovino con historial clínico de aborto en el Estado de México 

(De Jesus-Aldama, 2019). 

 

Escherichia coli DH5α 

 
La cepa bacteriana empleada en diversos estudios para la clonación y subclonación 

de fragmentos de ADN de interés in vivo, esta demostró ciertas ventajas a 

comparación con otras; tales como, tasas de crecimiento más rápidas, mayor 

rendimiento de plásmidos y mayor eficiencia de transformación (Kostylev et al., 

2015). 

 

6.2. Fragmentos del gen de la Proteína de la Membrana Polimórfica (POMP90) 

 
Como se mencionó anteriormente, las bacterias del género Chlamydia expresan 

diversos factores de virulencia que le ayudan a sobrevivir dentro del hospedero, las 

proteínas codificadas por estos genes provocan una respuesta inmune en el 

organismo hospedador; por lo cual, tienen el potencial para ser empleados como 

dianas para el desarrollo de pruebas de serodiagnóstico. En C. abortus se han 

identificado algunos genes que codifican proteína inmunorreactivas (Hagemann et 

al., 2016); las cuales, demostraron ser específicas además de no mostrar 

reactividad cruzada con otras especies de Chlamydia (Hagemann et al., 2016). 

 

Gen de POMP90 

 
Se amplificaron dos fragmentos del gen Pomp90 que codifican la Proteína 

Polimórfica de la Membrana Externa de C. abortus (Longbottom et al., 2002) para 

dicho fin se usaron los siguientes iniciadores: 
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Primer Secuencia (5’ – 3’) Tamaño 

   Pomp90-3F  TTTTCAGGATCCTATTGTCCTCCAGGCA   245 pb 
Pomp90-3R GTGAATTCATCAGCATAAATAGCCCCG  

   

   Pomp90-4F  TCTCAGAAGGATCCTCCACTTCAAAAGG   209 pb 
Pomp90-4R GATGAATTCGTTCCCATCGAAGGTA  

 

Los iniciadores específicos para los fragmentos diana se evaluaron en el software 

Gene Runner, el cual identificó secuencias de corte para enzimas de restricción, las 

cuales se usaron en las pruebas de PCR (Hasanzadeh Haghighi et al., 2019). 

 

6.3. Extracción de ADN de Chlamydia abortus 

 
La extracción de ADN genómico de C. abortus se realizó empleando el kit comercial 

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA, USA) siguiendo las 

instrucciones del proveedor incluidas en el kit. La extracción se realizó a partir de 

cultivo celular. 

 

A partir del aislado conservado en cultivo celular se tomaron 200 μL y se agregaron 

en 600 μL de solución de lisis nucleica y se homogenizó mediante agitación con 

vortex. Para la lisis y precipitación de proteínas se agregaron 3 μL de solución de 

RNAsa a la muestra, se mezclaron e incubaron entre 15-30 minutos a 37°C; 

posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se añadieron 200 μL 

de solución de precipitación de proteínas en él tubo. Se homogenizó e incubó por 5 

minutos en hielo; por último, se centrifugó a 13,000-16,000 × g durante 4 minutos. 

 

Precipitación y rehidratación del ADN 

 
Se transfirió el sobrenadante a un tubo estéril con 600 μL de isopropanol a 

temperatura ambiente, se mezclaron suavemente por inversión y se centrifugaron a 

13,000-16,000 × g durante 1 minuto, se retiró el sobrenadante y se añadieron 600 

μL de etanol al 70% a temperatura ambiente, se homogenizaron y centrifugaron en 

las mismas condiciones. Se retiró el etanol y el pellet se dejó secar a temperatura 

ambiente durante 15 minutos, por último se rehidrató el ADN con 50 μL de solución 

de rehidratación durante la noche a 4°C. El ADN se conservó a temperaturas entre 

2-8°C para su uso en pruebas subsecuentes. 
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6.4. Identificación de los fragmentos 3 y 4 por reacción en cadena de la 

polimerasa 

 

Las reacciones de PCR se integraron por: 0,5 µM, cebador directo (2 µL) e inverso 

(2 µL), así como 25 µL de Master Mix 2X (IBI scientifics, EEUU), 1 µL de ADN diana 

y 20 µL de agua libre de nucleasas para un volumen final de reacción de 50 µL. Las 

reacciones se realizaron en un termociclador Prime G (Techne, UK) utilizando el 

siguiente perfil de ciclos: desnaturalización inicial a 94 °C durante 10 min., seguido 

de 35 ciclos de desnaturalización durante a 94 °C por 1 min, alineación a 44 °C por 

1 min para ambos pares de cebadores y una extensión a 72 °C por 1 min. 

Finalmente una extensión a 72 °C por 5 min. 

 

Las reacciones se evaluaron mediante una electroforesis en gel de agarosa (IBI 

scitific) al 1.2% teñido con bromuro de etidio (10 mg/mL) a 90 volts por 40 minutos; 

terminado el proceso el resultado fue visualizado en un transiluminador (Mini Bis 

Pro, DNR Bio-imagen System, USA) para evidenciar la presencia de las bandas 

correspondientes a los fragmentos de interés. 

 

6.5 Clonación de los genes de interés de Chlamydia abortus en Escherichia 

coli DH5α 

 

Se empleó la metodología descrita por Green and Sambrook (2012) se evaluaron 

las características e identificó la presencia de epítopes a partir de las secuencias 

que se obtengan de la secuenciación del vector con el gen insertado. 

 
6.5.1 Purificación de los fragmentos pOMP-3 y pOMP-4 

 
Los fragmentos se purificaron de la mezcla del PCR usando el kit Wizard® SV Gel 

and PCR Clean-Up System (Promega, USA). El producto del PCR separó por 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y las bandas correspondientes a los 

fragmentos de interés se cortaron del gel de agarosa con bisturí estéril. Las trozos 

de agarosa se pesaron y se adicionaron 10 μL de buffer de unión a la columna por 

cada 10 mg de agarosa. Se incubaron a 42°C por 10 min y durante este tiempo, los 

tubos se mezclaron en vórtex en intervalos de 2 min. Posteriormente, se transfirió 
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el producto a la minicolumna y se incubó 1 min a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 16 000 g x 2 min. Se adicionaron 700 μL de solución de lavado de 

membrana, se centrifugó de igual forma, al finalizar la centrifugación, se desechó el 

sobrenadante. El lavado se repitió con 500 μL de solución de lavado de membrana y 

se centrifugó nuevamente a 16 000 g x 5 min. Se centrifugó nuevamente a 16 000 g 

x 1 min para eliminar restos de solución de lavado. La minicolumna se transfirió a un 

tubo limpio y el ADN se eluyó con 50 μL de agua libre de nucleasas y se centrifugó 

a 16 000 g por 1 min. Los fragmentos purificados se almacenaron a - 20°C. 

 
6.5.2. Reacción de ligación al plásmido de clonaje pGEM®-T Easy 

 
Para la secuenciación de los fragmentos de C. abortus fue necesario iniciar con la 

clonación de los fragmentos del gen de interés y para dicho fin se empleó la 

metodología descrita por Nabi et al., 2016; en el cual, emplean el vector de clonación 

pGEM®-T Easy (Promega). Los fragmentos de interés amplificados por PCR se 

ligaron en el vector de clonación pGEM®-T Easy (Promega, USA), se usó la enzima 

T4 ligasa (Nabi et al., 2016), siguiendo las especificaciones del proveedor: 

 

Se centrifugaron a máxima velocidad los tubos que contienen el vector pGEM®-T 

Easy y el inserto de ADN control (control positivo) con la finalidad de precipitar el 

contenido en el fondo de los tubos. Se emplearon tubos de 0.5 mL con baja 

capacidad de unión al ADN para la reacción de ligación. Se homogeneizó con 

agitación en vortex el buffer 2X Rapid Ligation antes de cada uso y se adicionaron 

10 μL al tubo de 0.5 mL, posteriormente, se colocó 1 μL del vector pGEM®-T Easy 

Vector (50ng), 1 μL de T4 DNA Ligasa y 5 μL de ADN de interés y agua libre de 

nucleasas hasta un volumen final de reacción de 20 μL, la reacción se homogenizó 

mediante pipeteo y se incubó por 16 hr a 16°C, posteriormente, terminada la 

incubación, el proceso de ligación se detuvo por medio de una incubación a 65°C 

por 10 min. Los viales que contenian el producto de la ligación, se almacenaron a - 

20°C hasta que se utilizaron para la transformación de la cepa bacteriana de E. coli 

DH5α (Nabi et al., 2016). 
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6.5.3. Preparación de cepas bacterianas quimiocompetentes de Escherichia 

coli DH5α 

 

Se tomó una alícuota de la cepa bacteriana de E. coli DH5α conservadas en glicerol a 

-80°C, se inocularon 100 µL de ésta en 5 mL de medio de crecimiento Luria Bertani, 

(Sigma SLBB9243) (LB) (sin antibiótico) estéril, posteriormente se incubaron en una 

a 37°C durante 16 hrs en agitación a 200 rpm en una incubadora de agitación orbital 

(222DS Benchtop Shaking Incubator, Labnet). Finalizada la incubación se tomó 1 

mL del crecimiento celular y se resuspendió en 10 mL de medio LB estéril líquido; 

el cual, se incubó a 37°C por 4 horas a 200 rpm (Benchtop Shaking Incubator, 

Labnet), en tubo Falcon de 50 mL estéril (Axygen, Scientific). Posteriormente se 

prepararon 2 tubos Falcon de 50 mL enfriados en hielo, en los cuales se transfirieron 

las bacterias para ser centrifugadas a 3000 x g por 10 min. a 0°C, se decantó el 

sobrenadante y se dejaron los tubos invertidos durante 1 min. para retirar el medio 

restante del pellet. El pellet obtenido se resuspendió con 1 mL de CaCl2 0.1 M (Frío) 

y se centrifugó nuevamente por 10 min. a 3000 x g a 0°C, finalmente las bacterias 

se resuspendieron con 1 mL de CaCl2 0.1 M, se prepararon 10 alícuotas de 200 µL 

de células (100μL de células bacterianas y 100μL de una solución de CaCl2 a 0.1 M 

y Glicerol 50% diluido 1:10) en viales estériles previamente enfriados antes de 

colocar la cepa bacteriana; los cuales, se etiquetaron como cepas bacterianas 

quimiocompetentes y se conservaron a -80°C para procesos posteriores (Green y 

Sambrook, 2012). 

 
6.5.4. Trasformación de cepas bacterianas quimiocompetentes de Escherichia 

coli DH5α con el vector de clonación pGEM®-T Easy recombinante por shock 

térmico 

 

Las cepas bacterianas quimiocompetentes se transformaron mediante una 

incubación entre estas y las reacciones de ligación por el método de choque térmico 

establecido por Green y Sambrook (2012). En esta etapa se utilizaron los viales con 

100 µL de cepas bacterianas quimiocompetentes de E. coli DH5α; a las cuales, se 
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les agregaron 10 µL de la reacción de ligación (ADN del plásmido pGEM®-T Easy- 

recombinante), se incubaron durante 30 min en hielo triturado y posteriormente se 

incubaron a 42°C (Baño Seco) por 45 seg., finalmente se incubaron 2 min en hielo 

triturado para reducir el daño posible a las células por el cambio de temperatura. 

Para iniciar la replicación del plásmido se prepararon viales con 900 µL de LB (sin 

antibiótico) estéril líquido y se mezclaron con los 100 µL de células transformadas, 

los viales se incubaron por 1 hora a 37°C con agitación a 200 rpm. 

 
6.5.5. Selección de colonias de Escherichia coli DH5α transformadas 

 
Alternativamente al proceso anterior, las célula E. coli DH5α transformadas se 

sembraron en placas de medio selectivo LB (500 µL) suplementado con ampicilina 

(100 µg/mL), Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG)/X-Gal, con 

concentraciones finales de 96 µg/mL y 40 µg/mL respectivamente, las placas fueron 

incubadas a 37°C por 24 hrs. Finalizado el proceso de incubación, las colonias que 

incorporaron el vector intacto fueron aquellas de una tonalidad azul, mientras que 

las que incorporaron el plásmido recombinante fueron blancas; esto debido a la 

interrupción del gen de la β-galactosidasa (Green y Sambrook, 2012). 

 
6.5.6. Banco de células de clones bacterianos recombinantes 

 
Se emplearon colonias aisladas de E. coli transformadas con el plásmido de clonaje, 

crecidas en agar LB selectivo con antibiótico y se inocularon en 5 mL de medio LB 

estéril por 16 hrs a 37°C en agitación a 200 rpm (Benchtop Shaking Incubator, 

Labnet). Posteriormente el cultivo se centrifugó a 3000 g por 10 min y se 

resuspendió el pellet con 1 mL de medio LB. Se prepararon alícuotas añadiendo 

500 μL de células y 500μL de glicerol al 50%. Las células se almacenaron a -80°C 

para su conservación. 
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6.5.7. Purificación y secuenciación de plásmidos recombinantes a partir de 

Escherichia coli DH5α 

 
Se purificó el ADN plasmídico utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep (IBI scientific, 

USA), siguiendo las especificaciones del fabricante. El ADN plasmídico purificado 

se evaluó mediante digestión enzimática y los fragmentos de ADN resultantes se 

verificaron mediante una electroforesis. El resultado demostró la presencia de dos 

fragmentos en cada carril, uno correspondiente al plásmido (3015 pb) y otra 

específico para cada gen POMP90-3 (245 pb) POMP90-4 (209 pb), estos resultados 

nos demostraron si los clones bacterianos recombinantes contienen la construcción 

adecuada (Green y Sambrook, 2012). 

 
6.5.8. Purificación del plásmidos pGEM®-T Easy recombinantes 

 
La purificación del plásmido recombinante a partir de la cepa bacteriana de E. coli 

DH5α se realizó empleando el kit comercial Hight-Speed Plasmid Mini Kit (IBI 

Scientific, USA). La extracción se realizó a partir de 5 mL de cultivo de células E. 

coli DH5, los cuales se centrifugaron a 16,000 g por 1 min. Posteriormente, se 

añadieron 200 µL de solución PD1 y se homogeneizó mezclando en vortex. 

Después, se adicionaron 200 µL de buffer PD2 y se mezclaron por inversión 10 

veces. Luego se añadieron 300 µL de buffer PD3, se mezclaron por inversión 

nuevamente y se centrifugaron a 14,000 g por 30 seg. Se realizó un lavado con 400 

µL de buffer W1 y después con 600 µL de buffer de lavado, se centrifugaron a 14,000 

g por 30 seg. Una última centrifugación a 14,000 g por 3 min., esto se realizó para 

eliminar restos del buffer de lavado contenidos en los tubos. Finalmente el ADN 

plasmídico se eluyó con 50 µL de buffer de elusión del kit. El ADN plasmídico se 

conservó a -20°C hasta su uso. 

 
6.5.9. Análisis del plásmido pGEM®-T Easy recombinante por digestión 

enzimática 

 

La presencia del plásmido recombinante se comprobó a través de digestión 

enzimática, la reacción se realizó en un volumen final de 20 µL: 5 µL de ADN 
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plasmídico, 0.5 µL de cada una de las enzimas de restricción (NcoI/NdeI), 2 µL de 

buffer D (10X) y 2 µL de BSA 10X. La reacción de digestión se incubó a 37°C por 3 

hrs. y los productos obtenidos terminada la incubación se evaluaron mediante una 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, visualizando la presencia de los 

fragmentos con tinción con bromuro de etidio en un transiluminador (Mini Bis Pro, 

DNR Bio-imagen System, USA). 

 
6.5.10. Identificación de epítopos con potencial inmunogénicos. 

 
Se utilizó el programa bioinformático Immune Epitope Database and Analysis 

Resource y “BepiPred-2.0”, para la predicción de epítopos con potencial 

inmunogénico, a partir del análisis de las secuencias obtenidas a raíz de la 

secuenciación de éstas. 
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VII. RESULTADOS 

 
7.1. Análisis teórico de secuencias 

 
La primera etapa del presente proyecto de investigación se enfocó en determinar el 

o los genes de C. abortus que podrían ser candidatos adecuados para su clonación. 

Para ello, se realizó el análisis de algunas secuencias que codifican proteínas de 

superficie y factores de virulencia de este patógeno identificadas previamente 

(Hagemann et al., 2016), a través de secuencias reportadas en el GenBank. Se 

empleó el software “Immune Epitope Database Analysis Resource” (IEDB) para 

dicho fin. Se evaluaron un total de ocho secuencias; de las cuales, cuatro proteínas 

fueron de superficie y cuatro asociados a la virulencia de la bacteria (Cuadro 1). 

 

Cuadro 1. Proteínas empleadas para la predicción in silico de epítopos 

inmunogénicos reportadas en el GenBank. 

 
Nombre Proteína Tamaño ID GenBank Referencia 

Pmp18D Proteína de la Membrana 

Polimórfica 

1533 aa CAH64218  
 
 

 
(Hagemann et 

al., 2016) 

TARP Proteína de Reclutamiento 

de Actina Translocada 

870 aa CAH63625 

MIP Potenciador de Infectividad 

de Macrófagos 

255 aa CAH63537 

CPAF Factor de Actividad Similar a 

La Proteasa de Chlamydia 

603 aa CAH64159 

MOMP Proteína Principal de la 

Membrana Externa 

389 aa WP_011096793 (Ling, Liu, et al., 

2011) 

GroEL Proteína de Choque térmico 544 aa AAL14265 (Héchard, 

Grépinet and 

Rodolakis, 2004) 

POMP90-3 Proteína de la Membrana 

Polimórfica 

75 aa U65943 (Longbottom et 

al., 2002) POMP90-4 62 aa U65943 
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7.1.1. Epítopos lineales de la proteína Pmp18D de Chlamydia abortus 

 

1 MIEKKVSRFQ KSTFSHSVVL AILVSTGMIT NNDKLYGYVP ASEVILDTLS MPKAELEVPS 

61 AGIFKKEKPI HAQGPKKGET DQETSLLDNT STCVYKVLVA EDEQRQHLEN TSTIFQTCNV 

121 LSWENLDTRS TNAEAEKGKT SPQYAVEDLQ QGLAFCYKNA PEHLLDANTP GFLGIALKGT 

181 RMKSGLSFTN LKSTAAGAAV YSEEDVLFES FKEKLVFDGC ESQAGGGAVS GRSIAIHGCH 

241 ALTIANSKTD VELKPTSGES SDFSLGGGAF NANQVHPVHK SRFASGDVVF LDNQGSVLLS 

301 GNHADKANGG AVACGNFICS VNHSDIHYLD NYALSGGAVS SSKSMDFCGN LGSIEFLNNQ 

361 ALASSEGSLF LGGGALAAGE RISFLNNHGI LCSKNTAKCR GGALLSREVR IVENVGSSLF 

421 KENTAEVTGG AISSQHQVEI DQNFGNVTFE GNTSKFGGGA IYCLLPAQPD TDAQEPRIGS 

481 GDIKIVDNVG EVHFTSNANL LDSQETHSYL GGGALYGSNV LISGNIGVIT FSKNQAGQCE 

541 SSSTHIGGGA IFAHEVVTLS GNSGEVTFSY NKGQILPLPL SPTPAEESST SNAPIESSTP 

601 VNLGVRGGGA IFAKSISVED NSAFVSFSEN SMEIRDNQAQ KENPLGGGAL FGLDSVGLKN 

661 NVDLAFSNNR VSGGNSSGGA ILSKEVAIAH NGKVQFTRNC AKFLGGAVCA LGDTLRIENN 

721 ESTVSFVGNR TIAAGGALAS AAGAVSISQN LGKVEFKDNF VFGDPYIENL EKGQINSEGH 

781 HSGGGAIFAK TSVVIRGNDN KVLFSGNSAG CFGGAILTGS LTSTESQERF AAKVESDNTK 

841 VVITENTGDV IFSGNSTTAS KHPEHNLFGG GAIHTQDLII KNNEGSVAFY NNYAPTGGAV 

901 RISEKGSVVL QALGGDIVFQ GNRNSEDVSN GMYFSGKESK LVEVSAAGET SVIFSDAIVF 

961 EDLTLRKGTK DHEDALNDPT LIFNSKAKDD AEITHSGNVR FSHATSKIPQ VALLESGTLM 

1021 LSNKAQLWLC GLKQEKGSEI LLSAGTVLRI FDPNAKPTEK IESPTSNVYY SAHESVKQPE 

1081 NKTLADINSI GIDLASFVSS DDETPVPPQI IVPKGMTIGS GSLDLNLLDS VGAGYENHAL 

1141 LGKETDITLL SFKSASSVLD TPDLDHALEE LRVKVSVPTI TEDTYGHMGR WSDPQVVDGK 

1201 LMINWKPTSY KLNPEKSGAI VLNSLWGHCG DLRSLKQQQL AHNITAQRME LDFSTNIWGS 

1261 GMGTFTNCAT IGKVDGFTHR AGGYALGLDT QLIEDFLIGG SFAQFFGYTD SQSYSSRSDQ 

1321 SGYLGSGYLG IFTGSWLFKG MLIYSNMHND LNTQYPQPNL GGSKGSWDSR GILADAHVDY 

1381 RYIVNSRRLI SSIVSAVVPF VEAEYVYVNF PKFTEIGSEA RTFDEGHLQN VAIPFGVTLE 

1441 HNYSRGQRSE VNSVSFSYAI DVYRQEPNVL IHLPEASYSW NGVGSNLARK SMKAQFSNDT 

1501 EWNSYFSTFL GFTYEWREHT IAYDLNCGMR LIF 

 

Figura 1. Secuencia de aminoácidos y ubicación de las 20 regiones específicas en 

la proteína Pmp18D de Chlamydia abortus. Los resultados de la predicción de los 

epítopos lineales de células B están marcados en amarillo. 

 

Cuadro 2. Epítopos predichos, regiones específicas de tamaños variables 

predichas dentro de la proteína Pmp18D de Chlamydia abortus. 

 
No. Posición Epítopo No. residuos 

1 68-87 KPIHAQGPKKGETDQETSLL 20 
2 126-148 LDTRSTNAEAEKGKTSPQYAVED 23 
3 220-231 CESQAGGGAVSG 12 
4 247-265 SKTDVELKPTSGESSDFSL 19 
5 303-312 HADKANGGAV 10 
6 424-435 TAEVTGGAISSQ 12 
7 467-481 AQPDTDAQEPRIGSG 15 
8 534-547 NQAGQCESSSTHIG 14 
9 579-606 PLSPTPAEESSTSNAPIESSTPVNLGVR 28 

10 632-646 MEIRDNQAQKENPLG 15 
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11 669-681 NRVSGGNSSGGAI 13 
12 772-786 KGQINSEGHHSGGGA 15 
13 922-929 NRNSEDVS 8 
14 967-977 KGTKDHEDALN 11 
15 1053-1070 PNAKPTEKIESPTSNVYY 18 
16 1073-1085 HESVKQPENKTLA 13 
17 1099-1111 SSDDETPVPPQII 13 
18 1207-1217 PTSYKLNPEKS 11 
19 1309-1324 TDSQSYSSRSDQSGYL 16 
20 1350-1369 DLNTQYPQPNLGGSKGSWDS 20 

 

7.1.2. Epítopos lineales de la proteína MOMP de Chlamydia abortus 
 
 

1 MKKLLKSALL FAATGSALSL QALPVGNPAE PSLLIDGTMW EGASGDPCDP CSTWCDAISI 

61 RAGYYGDYVF DRVLKVDVNK TITGMGAVPT GTAAANYKTP TDRPNIAYGK HLQDAEWFTN 

121 AAFLALNIWD RFDIFCTLGA SNGYFKASSA AFNLVGLIGV KGSSIAADQL PNVGITQGIV 

181 EFYTDTTFSW SVGARGALWE CGCATLGAEF QYAQSNPKIE MLNVVSSPAQ FVVHKPRGYK 

241 GTAFPLPLTA GTDQATDTKS ATIKYHEWQV GLALSYRLNM LVPYIGVNWS RATFDADAIR 

301 IAQPKLAAAV LNLTTWNPTL LGEATALDTS NKFADFLQIV SIQINKMKSR KACGVAVGAT 

361 LIDADKWSIT GEARLINERA AHMNAQFRF 

 

Figura 2. Secuencia de aminoácidos y ubicación de las 5 regiones específicas en 

la proteína MOMP de Chlamydia abortus. Los resultados de la predicción de los 

epítopos lineales de células B están marcados en amarillo. 

 

Cuadro 3. Epítopos predichos, regiones específicas de tamaños variables 

predichas dentro de la proteína MOMP de Chlamydia abortus. 

 
No. Posición Epítopo No. residuos 

1 24-32 PVGNPAEPS 9 

2 40-53 WEGASGDPCDPCST 14 

3 85-107 MGAVPTGTAAANYKTPTDRPNIA 23 

4 236-243 PRGYKGTA 8 

5 248-262 LTAGTDQATDTKSAT 15 
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7.1.3. Epítopos lineales de la proteína TARP de Chlamydia abortus 
 
 

1 MSSPINNQPI TNVTTTTTTT PVVTTSTSFG GHVVSTTGTE AAETTSQTVN TTAEQAVSQA 

61 ESDAGAVVFT TERSVSTTSP STGSVGTTAT AANLLGSQIL GLGRSRTDST SSSDSDALSD 

121 ISSTPSSHDS GNVGSTEDLT STSGDVDLGD LEGLRGTEAA DGAARPDGPG GLPDMALPKY 

181 DPTDKASIIK FLSTPSVQAK LQTKAGHIVY MDEARGSFIF VRNGDWSTAE SIAVTNGKTK 

241 EPITDVKDLE MCIAKFCVGY ETMHADWTNN IQPRIAGQTG ETGHYDHLLM SMKFKTTVLY 

301 GPWNSKESSS NYTPSVWRRG TKCESGAIWG DVGGLKGINW NNVQRPNEGM VFSRETSSPT 

361 QQQPQPVPYA QPVINVNLGG ISTSVNVTGG TTTTTVTSTT TQPTDTSDNG VDNDQNVDET 

421 NFDDTETEST GTQEDHSIQF SDEGNGFDSL EPAPPGPPPP TQGGVNITGM PKDSLQQVLQ 

481 NVRQHLDTVY DQNSEHHEGN QDLGTVVRTS ENGAYKPTVL LNKDQGSGGG GVQRRESNDN 

541 EDSELGNILG RVREHLDVVY PEGGNGEAIP VNQNLGEVIR DVEAGKTPKP TQPEGIFVAK 

601 RVNVDANGEI VNNNSKTETG SRTNTRIETG SRTSNLMGAT SGDGPEGLEH LLPQLRAHLD 

661 ESFDAQGNLI TPQKTNVGKL VKAFQERTGS GGIVAPMPAQ STVIASRPVQ QQSATISVLP 

721 QAQTAETVAP REAPDLHGAA RDVASSLSNL LEAATPSVGQ QVSTPAPQQQ VASSTPVAGS 

781 RETATLTKGE APSGIPEAAG NVIQALSNVA KKIQMFEQGS RLLQEALDSA DTESTQRKQL 

841 ADAARNVTTQ LSKTLSKATG SPPPPPQRRS 

 

Figura 3. Secuencia de aminoácidos y ubicación de las 8 regiones específicas en 

la proteína TARP de Chlamydia abortus. Los resultados de la predicción de los 

epítopos lineales de células B están marcados en amarillo. 

 

Cuadro 4. Epítopos predichos, regiones específicas de tamaños variables 

predichas dentro de la proteína TARP de Chlamydia abortus. 

 
No. Posición Epítopo No. residuos 

1 105-149 SRTDSTSSSDSDALSDISSTPSSHDSGNVGSTEDLTSTSGDVDLG 45 
2 153-186 GLRGTEAADGAARPDGPGGLPDMALPKYDPTDKA 34 
3 354-371 RETSSPTQQQPQPVPYAQ 18 

4 384-474 SVNVTGGTTTTTVTSTTTQPTDTSDNGVDNDQNVDETNFDDTETESTGTQEDHSI 
QFSDEGNGFDSLEPAPPGPPPPTQGGVNITGMPKDS 

91 

5 523-545 KDQGSGGGGVQRRESNDNEDSEL 23 
6 582-595 VEAGKTPKPTQPEG 14 
7 603-648 NVDANGEIVNNNSKTETGSRTNTRIETGSRTSNLMGATSGDGPEGL 46 
8 856-870 SKATGSPPPPPQRRS 15 
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7.1.4. Epítopos lineales de la proteína CPAF de Chlamydia abortus 
 
 

1 MKLKQITVLI CSLLLGFHFS GSAKTLVHQS ACADLDFLEH LLDIKYAPKD WKHKLFRWDL 

61 KDVTDQARVK LKLEENPSVK YCQGVLSEYI ASLNDFHAGI TFFATEGSYL PYTLKLSSNN 

121 RCFVVDVHTY HSDISVGDEI LEMDGVPILE AIESIRTGRG APSDYATATR MLFSRSAALG 

181 HQIPVGIATL KIRRPSGLTR TLKVKWRHTP EHIRDLSLIS PLVQNPVIEM KSPRALPLLS 

241 GVSDKCLFTN AMVPYFWSEL REQYKRGFYS DYNIGSKKGF LPDFGKVTWR AQSEPYHAYI 

301 FTVADDRGQS HEIGFLRIST YSWTDMEDRS VENMNSPWED FNGIIDVLQS KSEALIIDQT 

361 NNPGGSVFYL YGLLSRLTDK PLETPKHRMI LTQSEVQAAI KWLEMLEGVE TDEQARNALG 

421 QDMEGYPIDM HAVGYLQKFS HTILNCWERG DINLTVPVPL LGFAYVHPHP EHRYTHPICV 

481 LINEEDFSCG DLLPAIMKDN GRALIVGTTT AGAGGFVFTV DFPSRTGIKN CSLTGSLAVR 

541 SDGSYIENLG VSPHVSLGFT DADIQTGRYA DYIGSVKRIV LQLVEKDETA SHTEESADKI 

601 TES 

 

Figura 4. Secuencia de aminoácidos y ubicación de las 5 regiones específicas en 

la proteína CPAF de Chlamydia abortus. Los resultados de la predicción de los 

epítopos lineales de células B están marcados en amarillo. 

 

Cuadro 5. Epítopos predichos, regiones específicas de tamaños variables 

predichas dentro de la proteína CPAF de Chlamydia abortus. 

 

No. Posición Epítopo No. residuos 

1 156-167 RTGRGAPSDYAT 12 

2 305-310 DDRGQS 6 

3 359-365 QTNNPGG 7 

4 379-385 DKPLETP 7 

5 586-603 KDETASHTEESADKITES 18 

 
7.1.5. Epítopos lineales de la proteína GroEL de Chlamydia abortus 

 
 

1 MAAKNIKYNE DARKKIHKGV KTLAEAVKVT LGPKGRHVVI DKSFGSPQVT KDGVTVAKEI 

61 ELEDKHENMG AQMVKEVASK TADKAGDGTT TATVLAEAIY SEGLRNVTAG ANPMDLKRGI 

121 DKAVKVVVDQ IKKISKPVQH HKEIAQVATI SANNDAEIGN LIAEAMEKVG KNGSITVEEA 

181 KGFETVLDVV EGMNFNRGYL SSYFTTNPET QECVLEEALV LIYDKKISGI KDFLPVLQQV 

241 AESGRPLLII AEDIEGEALA TLVVNRLRAG FRVCAVKAPG FGDRRKAMLE DIAILTGGQL 

301 ISEELGMKLE NTTLSMLGKA KKVIVSKEDT TIVEGLGNKE DIEARCENIK KQIEDSTSDY 

361 DKEKLQERLA KLSGGIAVIR VGAATEIEMK EKKDRVDDAQ HATLAAVEEG ILPGGGTALV 

421 RCIPTLEAFI PVLTNEDEQI GARIVLKALS APLKQIAANA GKEGAIICQQ VLARSSNEGY 

481 DALRDAYTDM IEAGILDPTK VTRCALESAA SVAGLLLTTE ALIADIPEEK SSSVPAMPGA 

541 GMDY 
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Figura 5. Secuencia de aminoácidos y ubicación de las 5 regiones específicas en 

la proteína GroEL de Chlamydia abortus. Los resultados de la predicción de los 

epítopos lineales de células B están marcados en amarillo. 

 

Cuadro 6. Epítopos predichos, regiones específicas de tamaños variables 

predichas dentro de la proteína CPAF de Chlamydia abortus. 

 
No. Posición Epítopo No. residuos 

1 43-55 SFGSPQVTKDGVT 13 

2 78-92 ASKTADKAGDGTTTA 15 

3 205-212 TTNPETQE 8 

4 351-365 KQIEDSTSDYDKEKL 15 

5 526-544 IPEEKSSSVPAMPGAGMDY 19 

 
7.1.6. Epítopos lineales de la proteína MIP de Chlamydia abortus 

 
 

1 MKKQWYLIII TMVVSFSIAA CDQSSHNENT KTQVGEESTA SDSQLSVNQQ ISRTFGHLLA 

61 RQLHKSEDIV MDIAEVAKGL QAELECKSAP LTESEYEEKM AEIQQLVFEK KAKENLSLAE 

121 KFLQENKKNA GVVEVQADKL QYRIVKEGTG KAISGKPSAL LHYKGSFING QVFSSSEANK 

181 EPILLPLAQT IPGFSLGMQG MKEGETRILY IHPDLAYGTS GQLPPNSLLI FEINLIETTE 

241 DTVALPDTED KNTAS 

 

Figura 6. Secuencia de aminoácidos y ubicación de las 5 regiones específicas en 

la proteína MIP de Chlamydia abortus. Los resultados de la predicción de los 

epítopos lineales de células B están marcados en amarillo. 

 

Cuadro 7. Epítopos predichos, regiones específicas de tamaños variables 

predichas dentro de la proteína CPAF de Chlamydia abortus. 

 

No. Posición Epítopo No. residuos 

1 21-46 CDQSSHNENTKTQVGEESTASDSQLS 26 

2 89-99 APLTESEYEEK 11 

3 147-156 EGTGKAISGK 10 

4 216-225 AYGTSGQLPP 10 

5 240-255 EDTVALPDTEDKNTAS 16 
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7.1.7. Epítopos lineales del fragmento de la proteína POMP90-3 de Chlamydia 

abortus 

 
1 YCPPGTTGYG AIQTKGNTTL KDNSSLVFHK NCSTAEGGAI QCKGSSDAEL KIENNQNLVF 

61 SENSSTSKGG AIYAD 

 

Figura 7. Secuencia de aminoácidos y ubicación de las 9 regiones específicas en 

la proteína POMP90-3 de Chlamydia abortus. Los resultados de la predicción de los 

epítopos lineales de células B están marcados en amarillo. 

 

Cuadro 8. Epítopos predichos, regiones específicas de tamaños variables 

predichas dentro de la proteína POMP90-3 de Chlamydia abortus. 

 
No. Posición  Epítopo No. residuos 

1 6 13 TTGYGAIQ 8 
2 19 19 T 1 
3 21 21 K 1 
4 23 23 N 1 
5 25 26 SL 2 
6 29 36 HKNCSTAE 8 
7 45 45 S 1 
8 47 47 D 1 
9 57 71 NLVFSENSSTSKGGA 15 

 

7.1.8. Epítopos lineales del fragmento de la proteína POMP90-4 de Chlamydia 

abortus 

 
1 STSKGGAIYA DKLTIVSGGP TLFSNNSVSN GSSPKGGAIS IKDSSGECSL TADLGDITFD 

61 GN 

 
Figura 8. Secuencia de aminoácidos y ubicación de las 3 regiones específicas en 

la proteína POMP90-4 de Chlamydia abortus. Los resultados de la predicción de los 

epítopos lineales de células B están marcados en amarillo. 

 

Cuadro 9. Epítopo predicho, regiones específicas de tamaños variables predicha 

dentro de la proteína POMP90-4 de Chlamydia abortus. 

 

No. Posición  Epítopo Tamaño 

1 25 36 NNSVSNGSSPKG 12 
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A partir de este análisis, los genes que se clonaron fueron dos fragmentos de la 

Proteína de la Membrana Polimórfica de C. abortus: POMP90-3 y POMP90-4. Esto 

se basó en características importantes de este tipo de proteínas, que las hacen 

candidatos adecuados para el desarrollo de pruebas de ELISA. Ya que, se ha 

demostrado en ciertos estudios, que la respuesta inmune provocada por las 

proteínas de superficie tiende a ser más fuertes y que perduran durante todo el 

ciclo de la infección por C. abortus. En comparación con las proteínas asociadas a 

factores de virulencia (Forsbach-Birk et al., 2013) como: CPAF, MIP, GroEL y 

TARP que tienden a provocar respuestas inmunes cortas que solo puede detectarse 

etapas intermedias de la infección por C. abortus(Hagemann et al., 2016). Por lo 

que no pueden ser detectadas en etapas iniciales de la infección (Hagemann et al., 

2016). 

 

7.2. Identificación molecular de los fragmentos POMP90-3 y POMP90-4 de la 

proteína de la membrana polimórfica de Chlamydia abortus. 

 

Una vez que se determinaron los genes a clonar, los fragmentos 3 y 4 de la Proteína 

de la Membrana Polimórfica de C. abortus fueron identificados empleando una PCR 

punto final para cada fragmento(Longbottom et al., 2002). Los resultados de estas 

pruebas determinaron la presencia de los fragmentos específicos para cada gen de 

ambos fragmentos POMP90-3 (245 pb) y POMP90-4 (209 pb) (Figura 9). 
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Figura 9. Identificación específica de los fragmentos 3 y 4 del gen de la 

proteína de la membrana polimórfica (POMP90) de Chlamydia abortus. Carril 1 

y 8: Marcador de Peso Molecular, Carril: 2, 4 y 6. Fragmento 3 (245 pb) y Carril: 3, 

5 y 7. Fragmento 4 (209 pb). 
 

7.3. Clonación de los genes Pomp90-3 y Pomp90-4 de Chlamydia abortus en 

Escherichia coli DH5α 

 
Una vez identificados los fragmentos de interés, ambos fragmentos fueron clonados 

para finalmente obtener los plásmidos recombinantes, denominados: pGEM T- easy 

Pomp90-3 y pGEM T- easy Pomp90-4, en las células transformadas con los 

mismos a partir de la evaluación del proceso de transformación descrito 

previamente (Figura 10). 

 

 
Figura 10. Identificación y selección de colonias transformadas con los vectores 

recombinantes. A) Colonias blancas que integraron el vector recombinante 

(círculos rojos). B) Colonias azules, integraron un vector religado (círculos negros). 

Colonias satélite (círculos azules). 

 

Las colonias blancas aisladas (clones bacterianos recombinantes) fueron aisladas 

y se produjeron bancos de células transformadas; el cual, se empleó para los 

procesos de evaluación subsecuentes. 
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7.4. Purificación de plásmidos recombinantes 

 
La purificación de los dos plásmidos recombinantes se realizó a partir de los clones 

bacterianos recombinantes, los plásmidos purificados fueron evaluados mediante 

electroforesis para evidenciar la presencia de éstos en las muestras purificadas 

(Figura 11). 

 

 
Figura 11. Evaluación de la presencia de los plásmidos recombinantes de los 

fragmentos rOMP90-3 y rOMP90-4 después de la purificación. Carril 1 y 6, 

marcador de peso molecular. Carril 2 y 3, pGEM T- easy Pomp90-3. Carril 4 y 5 

pGEM T- easy Pomp90-4 

 

7.5. Evaluación de los plásmidos pGEM®-T Easy recombinantes 

 
Obtenidos los plásmidos recombinantes purificados a partir de los clones 

bacterianos recombinantes, se verificó la presencia de los genes de interés a través 

de dos métodos, i) digestión enzimática empleando enzimas de restricción que 

cortan los sitios de múltiple clonaje y ii) una prueba de PCR empleando los mismos 

iniciadores que se describieron anteriormente. 
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7.5.1. Digestión enzimática de los plásmidos recombinantes 

 
Las reacciones de purificación previamente obtenidas se sometieron a una reacción 

de digestión enzimática, un resultado positivo nos reveló la presencia de dos bandas 

que correspondieron al plásmido (3015 pb) y otra específica para cada fragmento, 

rOMP90-3 (245 pb) y rOMP90-4 (209 pb) (Figura 12). 

 

 
Figura 12. Identificación de los fragmentos rOMP90-3 y rOMP90-4 a través de 

digestión enzimática con enzimas de restricción NcoI y NdeI. Carril 1, 5 y 8, 

marcador de peso molecular. Carril 2-4, pGEM T- easy (3015 pb) y rOMP90-3 

(245 pb). Carril 4 y 5 pGEM T- easy Pomp90-4 (209 pb). 

 
7.5.2. Reacción en Cadena de la Polimerasa de los plásmidos recombinantes 

 
La misma reacción de purificación que se empleó anteriormente en la digestión 

enzimática se usó para evaluar mediante una PCR punto final específica para 

ambos fragmentos por separado, un resultado positivo nos reveló la presencia 

específica para cada fragmento, rOMP90-3 (245 pb) y rOMP90-4 (209 pb) (Figura 

13). 
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Figura 13. Identificación específica de los fragmentos rOMP3 y rOMP4 por PCR 

a partir de las purificaciones de los plásmidos recombinantes. Carril 1, 6 y 11, 

Marcador de peso molecular. Carril 2-5 Pomp90-3 (245 pb). Carril 7-10 Pomp90-4 

(209 pb). 

 

7.6. Secuenciación y análisis de los plásmidos recombinantes rOMP90-3 y 

rOMP90-4. 

 

Una vez que se corroboró la presencia de los vectores recombinantes y los 

fragmentos de interés a través de la digestión enzimática y la PCR, se procedió a la 

preparación de éstas para su secuenciación en la Unidad de Síntesis y 

Secuenciación de ADN (USSADN) del Instituto de Biotecnología de la Universidad 

Autónoma Nacional de México (UNAM). El programa Mega 11 se utilizó para el 

análisis de dichas secuencias, posteriormente las secuencias se alinearon en el 

software blastn y blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) con secuencias depositadas 

dentro del GenBank, para identificar porcentajes de identidad. 
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7.6.1. Análisis de secuencias del fragmento rOMP90-3 de Chlamydia abortus 

 

 

 
Figura 14. Alineación de la secuencia del fragmento rOMP90-3 con secuencias 

reportadas en el GenBank. Con un 100% de identidad entre la secuencia de 

interés (Query) y la cepa de referencia de Chlamydia abortus S26/3 (Sbjct). 
 

 

Figura 15. Alineación de la secuencia de aminoácidos del fragmento rOMP90- 

3 con secuencias reportadas en el GenBank. Con un 100% de identidad entre la 



54  

secuencia de interés (Query) y la cepa de referencia de Chlamydia abortus S26/3 

(Sbjct). 

 
7.6.2. Análisis de secuencias del fragmento rOMP90-4 de Chlamydia abortus 

 
De igual forma se realizó el análisis y alineación de las secuencias de nucleótidos 

obtenidas del fragmento rOMP90-4 (Figura 16); así como, de las secuencias de 

aminoácidos (Figura 17). 

 

 
 

Figura 16. Alineación de la secuencia del fragmento rOMP90-4 con secuencias 

reportadas en el GenBank. Con un 100% de identidad entre la secuencia de 

interés (Query) y la cepa de referencia de Chlamydia abortus S26/3 (Sbjct). 
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Figura 17. Alineación de la secuencia de aminoácidos del fragmento rOMP90- 

4 con secuencias reportadas en el GenBank. Con un 100% de identidad entre la 

secuencia de interés (Query) y la cepa de referencia de Chlamydia abortus S26/3 

(Sbjct). 

 

7.7. Predicción in silico de epítopos inmunogénicos 

 
Una vez realizado el análisis y alineación de las secuencias que obtuvimos en la 

fase experimental en este proyecto de investigación, estas fueron sometidas a una 

evaluación in silico empleando el software bioinformático “Immune Epitope 

Database” disponible en: tools.iedborg/bcell/ y “BepiPred-2.0” disponible en: 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0, con la finalidad de 

identificar la presencia de los epítopos inmunogénicos para el diagnóstico específico 

de C. abortus. 

 
7.7.1. Identificación de epítopos inmunogénicos fragmento rOMP90-3 de 

Chlamydia abortus 

 
Con un total de 75 residuos que conforman la secuencia de aminoácidos del 

fragmento rOMP90-3, al ser evaluado por los dos softwares, como se especuló 

anteriormente, la secuencia conservada al 100% predijo nueve epítopos de 

diferentes tamaños (Cuadro 10). 

 

Cuadro 10. Epítopos, secuencias de aminoácidos (residuos) predichos en el 

fragmento rOMP90-3 de Chlamydia abortus. 

 
No. Inicio Fin Epítopo No. residuos 

1 6 13 TTGYGAIQ 8 
2 19 19 T 1 
3 21 21 K 1 
4 23 23 N 1 
5 25 26 SL 2 
6 29 36 HKNCSTAE 8 
7 45 45 S 1 
8 47 47 D 1 
9 57 71 NLVFSENSSTSKGGA 15 

 

“BepiPred 2.0” evaluó cada residuo de la secuencia proteínica, este programa 

determinó un resultado similar al predicho por “Immune Epitope Database”; con la 



56  

diferencia de que este programa excluyó un aminoácido al inicio del epítopo predicho 

en comparación al primero (Figura 18). 

 

 

 
Figura 18. Epítopos predichos (ocho secuencias) por el programa “BepiPred 

2.0” en la secuencia correspondiente al fragmento rOMP90-3, de tamaños variables 

(enmarcados en rojo). 

 

Los resultados de ambas evaluaciones nos demostraron variaciones en cuanto a la 

predicción de los epítopos; IEDB predijo un total de 9 epítopos, los más grandes son 

tres: dos de ocho y uno de 15 residuos, BepiPred predijo 8, los más grandes fueron 

dos, uno de ocho y otro de 15 residuos; los cuales coinciden en ambos programas, 

el resto son más pequeños de uno y dos residuos que varían en ambos programas 

al punto de estar presentes o no en uno u otro de los programas. Adicionalmente, 

realizamos la predicción de epítopos discontinuos y estructuras 3D en ambos 

fragmentos empleando el software “ElliPro: Antibody Epitope Prediction”, esta 

predicción arrojo cuatro epítopos discontinuos (Cuadro 11). 
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Cuadro 11. Cuatro epítopos discontinuos predichos en el fragmento rOMP90-3 de 

tamaños variables, específicos de Chlamydia abortus. 

 
No. Residuos No. residuos 

1 _:G8, _:Y9, _:G10, _:A11, _:I12, _:Q13, _:T14, _:K15, _:G16, _:N17, _:T18, _:S46 12 

2 _:C32, _:S33, _:T34, _:A35, _:E36, _:G37, _:S64, _:S65, _:T66, _:S67 10 

3 _:H29, _:K30, _:S61, _:E62, _:N63 5 

4 _:K21, _:D22, _:N23, _:S24, _:S25, _:L26, _:V27, _:F28, _:L50, _:E53, _:N54, _:N55, 

_:Q56, _:N57, _:L58, _:V59, _:F60 

17 

 

Además, las estructuras tridimensionales de los epítopos discontinuos 

demuestran que estos se encuentran expuestos en la superficie de la estructura de 

todo el fragmento rOMP90-3 (Figura 19), el programa identificó un total de cuatro 

epítopos discontinuos con sus respectivas estructuras tridimensionales. 
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Figura 19. Estructuras tridimensionales predichas en el fragmento rOMP90-3 

de C. abortus. Representación gráfica de cómo se estructuran teóricamente los 

epítopos discontinuos, estructura conformacional y exposición en la superficie de 

ésta. 

 
7.7.2. Identificación de epítopos inmunogénicos fragmento rOMP90-4 de 

Chlamydia abortus 

 
Con un total de 62 residuos que conforman la secuencia de aminoácidos del 

fragmento rOMP90-4, la secuencia conservada al 100% predijo un epítopo de 12 

aminoácidos (Cuadro 12). 
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Cuadro 12. Epítopo, secuencias de aminoácidos (residuos) predicho en el 

fragmento rOMP90-4 de Chlamydia abortus. 

 
No. Inicio Fin Epítopo No. residuos 

1 25 36 NNSVSNGSSPKG 12 

 

“BepiPred 2.0” evaluó cada residuo de la secuencia proteínica; el cual, determinó 

un resultado similar al predicho por “Immune Epitope Database”; con la diferencia 

de que este programa excluyó un aminoácido al inicio del epítopo predicho en 

comparación al primero (Figura 20). 

 

 
Figura 20. Epítopos predichos (11 Epítopos) por el programa “BepiPred 2.0” en 

la secuencia correspondiente al fragmento rOMP90-4 (enmarcado en rojo). 

 

De igual forma, realizamos la predicción de epítopos discontinuos y estructuras 

3D de dicho fragmento (Cuadro 13). 
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Cuadro 13. Tres epítopos discontinuos predichos en el fragmento rOMP90-4 de 

tamaños variables específicos de Chlamydia abortus. 

 

No. Epítopos No. residuos 

1 _:V16, _:S17, _:G18, _:G19, _:D53, _:L54, _:G55, _:D56 8 

2 _:N25, _:N26, _:S27, _:V28, _:S29, _:N30, _:G31, _:S32, _:S33, _:P34, _:K35, 
_:G36 

12 

3 _:S40, _:K42, _:D43, _:S44, _:S45, _:G46, _:E47 7 

 

Además, las estructuras tridimensionales de los epítopos discontinuos 

demuestran que éstos se encuentran expuestos en la superficie de la estructura de 

todo el fragmento rOMP90-4 (Figura 21). 

 

 
Figura 21. Estructuras tridimensionales predichas en el fragmento rOMP90-4 

de Chlamydia abortus. Representación gráfica de cómo se estructuran 

teóricamente los epítopos discontinuos, estructura conformacional y exposición en 

la superficie de esta. 
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VIII. DISCUSIÓN 

 
El aborto enzoótico ovino (AEO) ha sido por mucho tiempo una enfermedad de 

impacto considerable en salud animal, provocando pérdidas económicas en la 

producción ganadera, especialmente en pequeños rumiantes (Essig y Longbottom, 

2015). Actualmente C. abortus es considerado el patógeno más común en casos de 

abortos infecto-contagiosos en ovinos y caprinos a nivel mundial (Tibary, 2021); 

además, representa un riesgo potencial zoonótico ocupacional para mujeres 

embarazadas que están en contacto con animales infectados, provocando diversas 

patologías (Yousef Mohamad y Rodolakis, 2010; Rodolakis y Laroucau, 2015), 

sumando a que las hembras rara vez muestran signos clínicos y en las no gestantes 

implica una infección subclínica latente; lo cual, dificulta el diagnóstico (Entrican et 

al., 2012b; Wattegedera et al., 2020). 

 

Determinar la presencia de este patógeno en un rebaño que presenta abortos, 

requiere la detección rápida del agente para una oportuna y eficaz implementación 

de medidas de control y prevención para evitar la diseminación del agente en 

individuos susceptibles (Rodolakis y Mohamad, 2010; Fayez et al., 2021). Los 

métodos más empleados para el diagnóstico del AEO son los moleculares (Sachse 

et al., 2009; Nordentoft et al., 2011) dirigidos a la región ARNr 16S-23S o los genes 

Pmp (Turin et al., 2022) o PCR RFLP, para identificar diferentes especies de 

Chlamydia (Barati et al., 2017). Estas metodologías son complejas, costosas y por 

ende solo se pueden aplicar a un cierto número de muestras representativas del 

rebaño y debe ser realizado por personal altamente capacitado y en laboratorios 

especializados (Nordentoft et al., 2011). Por ello, los métodos más prácticos, 

eficientes y de menor impacto económico para el diagnóstico de animales infectados 

son los destinados a la identificación de anticuerpos; tales como, las pruebas de 

ELISA y CFT (Longbottom et al., 2002). 
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Proteínas inmunoreactivas como potenciales candidatos para el desarrollo de 

pruebas de diagnóstico contra Chlamydia abortus. 

 

La elección de los fragmentos del gen que codifica para las Pmp’s en el presente 

trabajo, se fundamenta de acuerdo a diversos estudios que determinaron que los 

genes que codifican estas proteínas varían en número dependiendo de la especie 

de Chlamydia implicada; es decir, C. trachomatis, C. pneumoniae emplean ocho 

genes, C. caviae diecisiete y C. abortus dieciocho (Vasilevsky et al., 2016), esta 

característica particular de las proteínas polimórficas puede ser lo que las podría 

hacerlas más específicas para la detección de una especie en particular, en nuestro 

caso para C. abortus y por ello se tomó la decisión de seleccionarla para la 

predicción de epítopes in silico. Es importante mencionar que no se empleó la 

secuencia completa de la proteína, nos enfocamos en dos fragmentos con 

características importantes seleccionadas de un total de doce, evaluadas en un 

trabajo previo. Los fragmentos POMP90-3 y POMP90-4 de la Pmp17G (POMP90) 

de C. abortus (Longbottom et al., 2002). 

 

Análisis de secuencias de los fragmentos POMP90-3 y POMP90-4 de 

Chlamydia abortus. 

 
Después de analizar las secuencias de ambos fragmentos con el software MEGA 

11 (Tamura et al., 2021) y posteriormente la alineación de las mismas, se presentó 

un caso interesante con respecto a lo pronosticado. La secuencia del fragmento 

rOMP90-3 tuvo una variación en cuanto a las secuencias de las cepas de referencia, 

la ausencia de una timina (T) en la posición #58 de dicha secuencia con respecto a 

las cepas de referencia. Por lo que se realizó nuevamente el proceso de clonación 

y secuenciación como lo marca la metodología previamente descrita (Green y 

Sambrook, 2012); sin embargo, se obtuvo el mismo resultado. Para confirmar dicho 

resultado, se secuenció el producto directamente de la reacción de PCR, si esta 

secuencia tuviera dicho “gap”, la secuencia del fragmento rOMP90-4 se vería 

afectada directamente ya que son secuencias continuas al igual que los marcos de 

lectura de ambas secuencias (Longbottom et al., 2002). La secuencia del fragmento 

rOMP90-4 está completamente conservada con respecto a las depositadas en el 



63  

NCBI con porcentajes de identidad del 100%. Finalmente, después de realizar la 

secuenciación del producto de PCR se logró verificar que la secuencia no tiene 

ninguna modificación y este caso puede atribuirse a algún error metodológico 

durante el proceso de clonación. 

 

Posteriormente, se logró verificar que las secuencias están completamente 

conservadas, específicamente con la cepa de referencia de Chlamydia abortus 

S26/3 (Longbottom et al., 2002). La alineación de las secuencias de aminoácidos 

muestra este mismo comportamiento; por lo cual, pudo comprobarse que los 

epítopos predichos en nuestras secuencias son iguales a los determinados de 

manera teórica (Jespersen et al., 2017; Vita et al., 2019). Con la finalidad de hacer 

una comparación más amplia para determinar qué tan específicas son estas 

secuencias en la especie C. abortus, se realizó una evaluación de nuestras 

secuencias con blastn (nucleótidos) con secuencias de las especies C. psittaci, C. 

pecorum y C. suis, que como se mencionó anteriormente, son especies del género 

Chlamydia que afectan a los pequeños rumiantes (Rodolakis y Laroucau, 2015). 

 

Para el fragmento rOMP90-3 la alineación con secuencias de estas especies 

demostró: para C. psittaci porcentajes de identidad que varían entre 34.78% - 

88.16%, tomando como referencia la cepa de C. psittaci 6BC (AEB55310.1) con un 

porcentaje de identidad del 38.03%. C. pecorum (32% - 60%), la cepa de referencia 

de C. pecorum W73 (AGW38701.1) con 39.22% de identidad. Por último C. suis con 

valores de identidad entre 33.85% - 41.03%, la cepa de referencia de C. suis M56 

(WP_035407908.1) con un porcentaje de identidad del 38.71%. 

 

El fragmento rOMP90-4 mostró que los porcentajes de identidad son bajos. C. 

psittaci demostró porcentajes variables (41.82% - 93.55%); sin embargo, tomando 

como referencia la cepa de C. psittaci 6BC (ADZ18942.1), específicamente la Pmp 

de esta especie determinó un porcentaje de identidad del 67.74%. C. pecorum 

(36.90% - 61.29%), la cepa de referencia de C. pecorum W73 (AGW38701.1) con 

55% de identidad. Por último C. suis con valores de identidad entre 39.66% y 

54.24%, la cepa de referencia de C. suis M56 (WP_035407892.1) con un porcentaje 

de identidad del 54.24%. Este contraste realizado a partir de las  secuencias 
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obtenidas en el presente estudio demuestra los porcentajes ampliamente inferiores 

a los determinados en la alineación con la cepa de referencia de C. abortus S26/3 

con el 100% de identidad. Con esto se evidenciamos que los fragmentos evaluados 

en este estudio son específicos para C. abortus; además, confirma los resultados 

de estudios realizados en 2001 (Longbottom et al., 2001) y 2002 (Longbottom et al., 

2002). Adicionalmente, estas secuencias serán las primeras de su tipo en ser 

reportadas al GenBank a partir de una aislado obtenido en México, esto representa 

un aporte considerable para trabajos futuros. 

 

Determinación de epítopes inmunogénicos in silico 

 
La capacidad de predecir epítopos solo a partir de secuencias de antígenos es una 

tarea compleja y a pesar del esfuerzo sustancial por innovar y actualizar los 

algoritmos matemáticos en los cuales se basan estos programas, se ha logrado un 

avance limitado durante la última década en la precisión de los métodos de 

predicción de epítopos, especialmente para aquellos que se basan únicamente en 

la secuencia del antígeno (Jespersen et al., 2017). El presente trabajo realizó la 

clonación y transformación celular de un aislado obtenido en rebaños en el Estado 

de México; por lo que fue necesario saber si contábamos con un aislado 

genéticamente similar o diferente a los que se encuentra depositados en la base de 

datos de secuencias genéticas; este análisis se realizó con el aislado S26/3 de C. 

abortus debido a que es el que se ha empleado para la identificación de doce 

fragmentos en un estudio realizado anteriormente (Longbottom et al., 2002). 

 

Aunque en la mayoría de los casos este tipo de herramientas se han empleado para 

el desarrollo de vacunas recombinantes (Soria-Guerra et al., 2015); en el presente 

estudio y otros realizados anteriormente, se ha demostrado que estos también 

pueden emplearse para el desarrollo de pruebas de serodiagnóstico, debido a la 

naturaleza de las mismas; por lo cual, es posible emplearlas para dicho fin como ya 

se ha llevado a cabo en el caso de C. suis (De Puysseleyr et al., 2018) y en el 

presente estudio. 
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Cabe mencionar que a pesar de que el empleo de estas herramientas tiene muchas 

ventajas y optimizan los tiempos de trabajo en el laboratorio, es importante recalcar 

que; al igual que para el desarrollo de vacunas recombinantes, todas las 

herramientas bioinformáticas disponibles actualmente proporcionan una lista 

completa de epítopos para diseñar pruebas de serodiagnóstico; sin embargo, esta 

solo es la etapa inicial del proceso ya que, una vez predichos lo epítopes en la 

secuencia diana, debemos evaluar cuales péptidos serán los más adecuados para 

las subsecuentes evaluaciones. Actualmente esto sigue siendo un desafío, debido 

a que aún nos debemos enfrentar al tedioso y lento proceso de validación (Soria- 

Guerra et al., 2015) y el cotejo con pruebas acreditadas como óptimas para el 

diagnóstico del AEO por la WOAH (WOAH, 2018), con la finalidad de establecer 

juicios bien fundamentados del porque son buenas o rechazar su efectividad en el 

diagnóstico específico. 

 

De acuerdo a estudios realizados anteriormente, demuestran que este método es 

más rápido y eficiente que los empleados de manera habitual y ha contribuido dentro 

del desarrollo del presente trabajo de investigación optimizando los tiempos, 

evitando el proceso de producción de los fragmentos recombinantes; ya que, una 

vez identificados los péptidos específicos dentro de la secuencias de ambos 

fragmentos, existen empresas dentro del ramo que se dedican a la síntesis de los 

mismos para que puedan emplearse de forma prácticamente inmediata una vez 

sintetizados. 

 

Las secuencias conservadas en su totalidad en las secuencias de nucleótidos y las 

de aminoácidos de ambos fragmentos, se procedió a realizar el mapeo de ambas 

secuencias; se determinó para el fragmento rOMP90-3 un total de 9 epítopes y para 

el fragmento rOMP90-4 un solo epítope de un tamaño de 12 residuos. Un estudio 

que desarrolló una ELISA recombinante empleó el mapeo de la secuencia completa 

de la proteína PmpC (2140 aa) de C. suis y detectó un total de 9 epítopes de 

diferentes tamaños, detectado al final un residuo de 9 aa óptimo para el diagnóstico 

específico de este patógeno; ya que, la ELISA rPmpC detectó todos los sueros de 

control positivo y contrastó con CFT y contó con un 100% de especificidad contra 
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C. suis. Es importante resaltar estos resultados porque las secuencias completas 

de epítopes predichos por los programas pueden ser o no óptimos en su totalidad 

como se observó en dicho estudio (De Puysseleyr et al., 2018) y esto se verá 

reflejado hasta que se pueda realizar la evaluación y validación de los epítopes 

predichos en el presente estudio. Hay que considerar que en cuanto al fragmento 

rOMP90-3 se mostraron diferencias en cuanto a la predicción de los epítopes con 

ambos programas, siendo solamente 2 de los 9 predichos iguales para los dos 

programas, por lo cual debemos de ser prudentes al momento de elegir con cual se 

decidiría trabajar en el futuro (Jespersen et al., 2017) . 

 

El mapeo de secuencias de proteínas enfocado en la proteína de la membrana 

externa PorB de C. trachomatis para el desarrollo de una vacuna contra este 

patógeno que afecta al humano; determinó, características fisicoquímicas, la 

estructura secundaria, 3D y la predicción del sitio funcional (epítopes 

inmunogénicos) (Pourhajibagher y Bahador, 2016). Por esto, se destaca el empleo 

reciente de este tipo de modelos in silico para la predicción de epítopes que pudieran 

servir para el desarrollo de diferentes pruebas o inmunógenos contra las bacterias 

de este género y lo más importante es puedan ser lo suficientemente sensibles y 

específicas para un diagnóstico adecuado y preciso, en sentido concreto de C. 

abortus poder diferenciar esta entre otras dos especies que afectan a los pequeños 

rumiantes como: C. pecorum y C. psittaci (Walker et al., 2015) que ya han sido 

reportadas como agentes causales de abortos (Osman et al., 2011; Rodolakis y 

Laroucau, 2015). 

 

Determinación de estructuras conformacionales 3D 

 
Además de servir para la predicción y mapeo de secuencias de proteínas, también 

se puede determinar la estructura conformacional de las proteínas y observar de 

manera teórica la ubicación del epítopo de interés (Jespersen et al., 2017). El 

presente estudio mostró una representación gráfica de las estructuras 

conformacionales 3D (epítopes discontinuos) de cada uno de los epítopes predichos 

por este programa (Vita et al., 2019), existen dos tipos de epítopes, lineales y 

discontinuos. Al no ser 100% lineales debemos darnos una idea de la ubicación de 
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estos epítopes y si en realidad se encuentras expuestos en la estructura 3D (Vita et 

al., 2019); ya que, las proteínas están en su forma natural en esta conformación y 

con la ayuda de estos programas, tenemos la posibilidad de predecir estas 

estructuras a partir de secuencias lineales (Ansari y Raghava, 2010; Jespersen et 

al., 2017); además, la predicción discontinua de epítopes de células B requiere una 

estructura 3D del antígeno (Soria-Guerra et al., 2015). 
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IX. CONCLUSIONES 

- La proteína de la membrana polimórfica es una alternativa viable para el 

desarrollo de pruebas serológicas específicas contra C. abortus. 

- La predicción in silico de epítopos inmunogénicos optimiza tiempos y costos 

de inversión para el desarrollo de pruebas de serodiagnóstico. 

- Se lograron identificar diferentes epítopos inmunogénicos en las secuencias 

de los fragmentos rOMP90-3 y rOMP90-4. 

- Los epítopos inmunogénicos de los fragmentos rOMP90-3 y rOMP90-4 

resultaron ser específicos para la especie C. abortus. 

- Las estructura conformacionales de los epítopos predichos demuestran su 

exposición en la superficie lo que hace posible su reconocimiento por los 

anticuerpos contra las mismas. 
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X. SUGERENCIAS 

- Sintetizar los epítopos predichos en el presente estudio. 

- Realizar la evaluación y validación de estos epítopos para identificar cual o 

cuales son los óptimos para el desarrollo de una prueba de ELISA contra C. 

abortus. 

- Inducir la expresión de los fragmentos recombinantes para su evaluación y 

comparación con los epítopos sintéticos. 
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XII. ANEXOS 

 
12.1 Protocolo de purificación de ADN a partir de Gel de agarosa 

(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System) 

Consideraciones generales 

 
La agarosa es un polímero lineal extraído de algas; el cual, se usa comúnmente 

para la separación electroforética de ácidos nucleicos. La agarosa estándar se 

funde a una temperatura entre 87-89°C y solidifica a 36-39°C. En la agarosa de 

bajo punto de fusión, se han introducido grupos hidroxidoetilo en la cadena de 

polisacárido, lo que da como resultado una agarosa que se funde y solidifica a 

temperaturas mucho más bajas (65°C y 24-28°C, respectivamente), esta se 

emplea para aplicaciones que requieren la recuperación de fragmentos de ADN 

intactos del gel después de la electroforesis. El Wizard® SV Gel and PCR Clean- 

Up System se puede utilizar para recuperar AND de geles de agarosa estándar o 

de bajo punto de fusión sin cambios en el protocolo ni diferencias en la 

recuperación. 

 

Se debe utilizar equipo de seguridad estándar, especialmente al manipular geles 

teñidos con bromuro de etidio. Esto incluye guantes y protector facial que bloquee 

los rayos UV para proteger los ojos y la cara de la luz ultravioleta. Al extirpar la 

banda del gel, trabaje rápidamente para minimizar la exposición personal a la luz UV 

y minimizar el corte del ADN. 

 

El Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System es compatible con los productos 

de PCR generados utilizando variedad de enzimas de amplificación, tampones o 

aditivos que mejoran la PCR, el aceite mineral no interfiere con la purificación. 

 

Preparación de los cortes y productos de PCR 

Materiales que debe suministrar el usuario. 

• Tubos de microcentrífuga de 1.5 mL 
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• Etanol (95%) 

• Gel de agarosa 

• Tampón de electroforesis 1X TAE o TBE 

• Placa de calentamiento 
 

Disolver el fragmento de agarosa 

 
1. Cargue y procese el gel utilizando un protocolo establecido. El ADN se puede 

extraer de geles de agarosa estándar o de bajo punto de fusión procesados con 

tampón TAE o TBE. 

 

2. Pese un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL por cada fragmento de ADN a aislar 

y registre el peso. 

 
3. Visualice y fotografié el ADN utilizando una lampara de UV de longitud de onda 

larga y un tinte intercalante como el bromuro de etidio. Para reducir las mellas, 

irradie el gel el mínimo tiempo posible. Extraiga el fragmentos de ADN de interés 

en un volumen mínimo de agarosa con un bisturí limpio o un ahoja de afeitar. 

Transfiera el trozo de gel al tubo de microcentrífuga pesado, pese nuevamente y 

registre el peso. Reste el peso del tubo vacío del peso total para obtener el peso 

del trozo de gel. 

 

NOTA: El trozo de gel puede almacenarse entre 4°a -20°C hasta una semana 

en un tubo bien cerrado en condiciones libres de nucleasas antes de la 

purificación. 

 

4. Agregue la solución de unión a la membrana en una proporción de 10 µL de 

solución por cada 10 mg de trozo de gel de agarosa. 

 

5. Agite la mezcla por vortexeo e incube a 50-65°C durante 10 min. O hasta que 

la rodaja de gel este completamente disuelta. Agite el tubo en vortex 

periódicamente para aumentar la velocidad de fusión del gel de agarosa. 

Centrifugue el tubo brevemente a temperatura ambiente para asegurarse de que el 

contenido este en fondo de este. Una vez que se derrita, el trozo de gel no volverá 

a solidificarse a temperatura ambiente. 
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Notas: 

 
1. La recuperación a partir de agarosa de punto de fusión alto al 1% es 

comparable a la de agarosa de punto de fusión bajo al 1-2%. Se han probado 

concentraciones de agarosa de alto punto de fusión de hasta el 3%. Las rodajas de 

gel con concentraciones de agarosa más altas (2-3%) pueden requerir más tiempo 

para derretirse por completo que una rodaja de gel de agarosa al 1% y pueden 

mostrar rendimientos reducidos. 

 

2. La capacidad máxima de la columna es de 350 mg de masa de gel disuelta 

en 350 μl de solución de unión a membrana por pasada de columna. Para rodajas 

de gel> 350 mg, continúe pasando la muestra adicional a través de la minicolumna 

SV hasta que se haya procesado toda la muestra. La cantidad máxima de agarosa 

que se puede procesar a través de una sola columna es de aproximadamente 3,5 g 

(10 × 350 mg) en total. 

 

3. La capacidad máxima de unión de la columna es de aproximadamente 40 

μg por columna y se han purificado con éxito tan solo 10 ng. 

 

4. Los fragmentos de ADN de más de 5 kb deben mezclarse suavemente 

para evitar el cizallamiento. No agite en el vórtex si el fragmento de ADN es mayor 

de 5 kb; mezclar por inversión. 

 

Purificación de ADN 

 
Utilice el procedimiento de centrifugación para recuperar el ADN de el trozo de gel 

disuelto. Una vez completado el procedimiento, el ADN se puede utilizar en 

aplicaciones posteriores. 

 

Purificación de ADN por centrifugación 

 
1. Coloque una minicolumna SV en un tubo de recolección por cada trozo de gel 

disuelto. 
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2. Transfiera la mezcal del gel disuelto preparado al conjunto de minicolumna SV 

e incube por 1 min. A temperatura ambiente. 

 
3. Centrifugue el conjunto minicolumna SV a 16,000 x g (14,000 rpm) durante 1 

min. Retire la minicolumna SV del conjunto de la columna de centrifugado y 

deseche el líquido del tubo de recolección. Vuelva a colocar la minicolumna SV en 

el tubo de recolección. 

 

NOTA: No centrifugar a 16,000 x g (14,000 rpm) puede reducir el rendimiento. 

 
4. Lavar la columna agregando 700 µL de Solución de Lavado de Membrana, 

previamente diluida con etanol al 95%, a la minicolumna SV. Centrifugue el conjunto 

de minicolumna SV a 16,000 x g (14,000 rpm) por 1 min. Deseche el contenido del 

tubo de recolección y vuelva a colocar la minicolumna SV. Repita el lavado con 

500 µL de Solución de Lavado de Membrana y centrifugue el conjunto de 

minicolumna SV a 16,000 x g (14,000 rpm) por 5 min. 

 

5. Retire el conjunto minicolumna SV de la centrifuga teniendo cuidado de no 

mojar el fondo de la columna con el flujo centrifugado. Deseche el contenido del 

tubo de recolección y vuelva a centrifugar el conjunto de la columna a 16,000 x g 

(14,000 rpm) por 1 min. Para evaporar el etanol residual. 

 

6. Transfiera con cuidado la minicolumna SV a un tubo de microcentrífuga estéril de 

1.5 mL. Añadir 50 µL de agua libre de nucleasas directamente en el centro de la 

columna sin tocar la membrana con la punta de la pipeta. Incubar a temperatura 

ambiente por 1 min. Centrifugar a 16,000 x g (14,000 rpm) por 1 min. 

 

7. Deseche la minicolumna SV y almacene el tubo de microcentrífuga que 

contiene el ADN eluido a 4°C o -20°C. 

 

NOTA: El volumen de ADN eluido será de aproximadamente 42 a 47 μl. Si el ADN 

necesita concentrarse más, realice una precipitación con etanol. Alternativamente, 

el ADN puede eluirse en tan solo 15 μL de agua libre de nucleasas sin una 

reducción significativa del rendimiento. Si usa un volumen de elución de 15 μl, 
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verifique que la membrana esté completamente cubierta con agua libre de 

nucleasas antes de la centrifugación. No se recomiendan volúmenes de elución 

inferiores a 15 μl. 

 

12.2 Protocolo de ligación vector pGEM®-T Easy 

 
El vector pGEM®-T Easy es un vector linealizado con una sola timidina 3´-terminal 

en ambos extremos. Los salientes en T en el sitio de inserción mejoran en gran 

medida la eficacia de la ligadura de los productos de PCR al evitar la 

recircularización del vector y proporcionar un saliente compatible para los productos 

de PCR generados por ciertas polimerasas termoestables. 

 

El vector pGEM®-T Easy es un vector de alto número de copias que contienen 

promotores de ARN polimerasa T7 y SP6 que flanquean una región de clonación 

múltiple dentro de la región codificante del péptido α de la enzima β- galactosidasa. La 

inactivación por inserción del péptido α permite la identificación de recombinantes 

mediante la detección azul/blanca en placas indicadoras. 

 

El vector pGEM®-T Easy contienen numerosos sitios de restricción dentro de la 

región de clonación múltiple. La región de clonación múltiple de pGEM®-T Easy está 

flanqueada por sitios de reconocimiento para las enzimas de restricción EcoRI, BstZI 

y NotI, lo que proporciona tres digestiones con una sola enzima para la liberación 

del inserto. La región de clonación del vector pGEM®-T está flanqueada por sitios 

de reconocimiento para la enzima BstZI. Alternativamente, se puede usar una doble 

digestión para liberar el inserto de cualquiera de los vectores. 

 

Ligadura rápida: El sistema pGEM®-T Easy Vector se suministran con 2X Rapid 

Ligation Buffer. Las reacciones de ligación que utilizan este tampón pueden 

incubarse durante 1 hora a temperatura ambiente. El período de incubación puede 

extenderse para aumentar el número de colonias después de la transformación. 

Generalmente, una incubación durante la noche a 4°C produce el número máximo 

de transformantes. 
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El protocolo de reacción para la ligación de los genes de interés en el vector 

de clonación se conforma de la siguiente manera: 

 

 

Componentes 
 

Reacción estándar 
 

2X Rapid Ligation Buffer 
 

5 μL 
 

pGEM®-T Easy Vector (50ng) 
 

1 μL 
 

AND diana 
 

1-5 μL 
 

T4 DNA Ligase 
 

1 μL 

Agua libre de nucleasas hasta un volumen 
final de 

 

10 μL 

 
 
 

NOTA: Los tiempos de incubación más largos aumentarán el número de 

transformantes. Generalmente, la incubación durante la noche a 4 °C producirá el 

número máximo de transformantes. 

 

12.3 Protocolo De Purificación De Plásmidos 

 
HIGH-SPEED PLASMID MINI KIT 

 
El mini kit de plásmido de alta velocidad se diseñó para un aislamiento rápido de 

ADN plasmídico de 1-5 ml de cultivo de células bacterianas. Una lisis modifica 

el método de lisis alcalina y el tratamiento con ARNasa se utilizan para obtener un 

lisado de células claras con un mínimo de contaminantes de ADN y ARN genómicos. 

En presencia de sal caotrópica, el ADN plasmídico del lisado se une a la matriz de 

fibra de vidrio de la columna de hilado. Los contaminantes se eliminan con tampón 

de lavado (que contiene etanol) y el ADN plasmídico purificado se eluye mediante 

un tampón de elución o TE con bajo contenido de sal. Los rendimientos típicos son 

de 20 a 30 µg para el plásmido de alto número de copias o de 3 a 10 µg para el 

plásmido de bajo número de copias a partir de 4 ml de células bacterianas en 

cultivo. El ADN plasmídico se puede purificar en 15 minutos sin extracción de 
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ADN con fenol o precipitación con alcohol. El ADN plasmídico purificado está 

entonces listo para su uso en reacciones de digestión enzimática, ligación, PCR y 

secuenciación. 

 

Protocolo del kit de plásmidos I-Blue Midi 

Importante antes de usar el kit 

1. Para IB47101 e IB47102, agregue la ARNasa A proporcionada al tampón PD1 y 

luego mezcle agitando durante unos segundos. Marque la casilla de la botella. 

Almacene la mezcla a 2-8 ° C por hasta 6 meses. 

 

2. Para las muestras de IB47100, ya se agregó ARNasa a a PD1. 

 
3. Si se han formado precipitados en el PD2 BUffer, calentar en un baño de agua a 

37 ° C, seguido de agitación suave para disolver. 

 

4. Añada etanol absoluto (consulte el volumen en la etiqueta del frasco) al tampón 

de lavado antes del uso inicial. 

 

Recolección: Transfiera 1.5 mL de células bacterianas cultivadas a un tubo de 

microcentrífuga, centrifugue a 14-16,000 x g durante 1 minuto y luego deseche el 

sobrenadante, si usa más de 1.5 mL de células bacterianas en cultivo, repita el paso 

de recolección. 

 

Paso 1. Re-suspensión: Agregue 200 µL de tampón PD1 (asegúrese de que se 

haya agregado la ARNasa a) al tubo, re-suspenda el sedimento de células mediante 

vortexeo o pipeteo. 

 

Paso 2. Lisis: Agregue 200 µL de tampón PD2 (asegúrese de que se disuelvan 

los precipitados) y mezcle suavemente invirtiendo el tubo 10 veces. 

 

NOTA: No agite en vórtex para evitar cortar el ADN genómico. 

 
Deje reposar a temperatura ambiente durante al menos 2 minutos (no exceda 

los 5 minutos). 
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NOTA: Esto asegurará que el lisado sea homogéneo. 

 
Paso 3. Neutralización: Agregue 300 µL de Tampón PD3 y mezcle 

inmediatamente invirtiendo el tubo 10 veces. 

 

NOTA: No agite en vórtex para evitar cortar el ADN genómico. 

 
Paso 4. Unión de ADN: Centrifugar a 14-16.000 xg durante 3 minutos, colocar 

una columna de DP en un tubo de recogida de 2 ml, añadir el sobrenadante del 

paso 3 y centrifugar a 14-16.000 xg durante 30 segundos, desechar el flujo 

continuo y vuelva a colocar la columna de DP en el tubo de recogida de 2 mL. 

 

Paso 5. Lavado: Opcional para secuenciación, agregue 400 µL de Buffer W1 en 

la Columna PD y centrifugue a 14-16,000 xg durante 30 segundos, luego deseche 

el flujo y coloque la Columna PD nuevamente en el tubo de recolección de 2 mL, 

proceda con Adición de tampón de lavado. 

 

Agregue 600 µL de Buffer de lavado (asegúrese de agregar etanol) en la columna 

PD, luego centrifugue 14-16,000 xg durante 30 segundos, deseche el flujo 

continuo y coloque la columna PD nuevamente en el tubo de recolección de 2 mL, 

centrifugue a 14-16,000 xg durante 3 minutos para secar la matriz de la columna 

y colocar la columna PD en un nuevo tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. 

 

Paso 6. Elución de ADN: si se requiere una concentración de ADN más alta, use 

30 µL de tampón de elución, si se requiere un rendimiento máximo de ADN, use 

100 µL de tampón de elución (la concentración de ADN se diluirá). 

 

Añada 50 µL de tampón de elución o TE en el centro de la columna PD, deje 

reposar durante al menos 2 minutos para permitir que el tampón de elución o 

TE se absorba por completo, centrifugue a 14-16.000 xg durante 2 minutos para 

eluir el ADN purificado. . 

 

NOTA: Realizar un segundo paso de elución aumentará el rendimiento entre un 10 

y un 30% 
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Transfiera el flujo de regreso al centro en la matriz de la columna PD y centrifugue 

a 14-16,000 x g durante 2 minutos para eluir el ADN purificado. 

 

Solución de problemas 

Bajo rendimiento 

Las células bacterianas no se lisaron completamente. 

 
- Si se utilizan más de 10 unidades de DO de cultivo bacteriano, diluya en varios 

tubos. 

 

- Después de la adición del tampón PD2, invierta el tubo 10 veces y luego déjelo 

reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos para asegurarse de que las 

muestras se lisan por completo. 

 

Paso de elución de ADN incorrecto. 

 
- Asegúrese de que se añada tampón de elución en el centro de la matriz de la 

columna de DP y se absorba por completo. 

 

Elución incompleta de ADN. 

 
- Si el ADN del plásmido tiene un tamaño superior a 10 kb, utilice tampón de elución 

precalentado (60-70 ° C) en el paso de elución. 

 

12.4 Preparación de Medio Luria-Bertani 

 
El medio que se emplea para el proceso para la transformación de la línea celular, 

clonación y producción de transformantes es el medio selectivo Luria-Bertani (LB) 

el cual se suplementa con 5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-β-D-Galactopiranósido (X- 

gal o BCIG), Isopropil β-D-1-Tiogalactopiranósido (IPTG) y ampicilina. 

 

Para la preparación de los suplementos en las concentraciones requeridas, pesar 

las siguientes cantidades. 
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Componente 
 

Cantidad 
 

Volumen 
 

Concentración 

 
X-Gal* 

 
200 mg 

10 mL de 
dimetilformamida 

 
40 µg/mL 

 

IPTG 
 

238 mg 
 

10 mL de agua 
 

96 µg/mL 
 

Ampicilina 
 

1000 mg 
 

10 mL de agua 
 

100 µg/mL 
 

NOTA: El IPTG y Ampicilina se preparan con agua destilada estéril y deben 

filtrarse por membrana de 0,22 µm. 

 

*Fotosensible, evitar exponerlo directamente a la luz ya que se degradan los 

componentes. 

 

Para preparar el medio LB se requieren los siguientes reactivos en las cantidades 

correspondientes en el cuadro 

 

 

Componente 
 

Volumen 1000 mL 
 

Volumen 500 mL 
 

Concentración 
 

Triptona 
 

10 g 
 

5 g 
 

- 

Extracto de 
levadura 

 
5 g 

 
2.5 g 

 
- 

 

NaCl 
 

5 g 
 

2.5 g 
 

- 
 

X-Gal 
 

1000 µL 
 

500 µL 
 

40 µg/mL 
 

IPTG 
 

500 µL 
 

250 µL 
 

96 µg/mL 
 

Ampicilina 
 

1000 µL 
 

500 µL 
 

100 µg/mL 
 

Para preparar placas de agar LB se adiciona agar-agar o base agar 
 
 

 

Componente 
 

Volumen 1000 mL 
 

Volumen 500 mL 
 

Concentración 
 

Triptona 
 

10 g 
 

5 g 
 

- 

Extracto de 
levadura 

 
5 g 

 
2.5 g 

 
- 
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NaCl 
 

5 g 
 

2.5 g 
 

- 
 

Agar-agar 
 

15 g 
 

7.5 g 
 

- 
 

X-Gal 
 

1000 µL 
 

500 µL 
 

40 µg/mL 
 

IPTG 
 

500 µL 
 

250 µL 
 

96 µg/mL 
 

Ampicilina 
 

1000 µL 
 

500 µL 
 

100 µg/mL 
 

12.5 Preparación de complementos 

 
Para el proceso de obtención de cepas bacterianas quimiocompetentes se emplea 

una solución de CaCl2 0.1 M. para la crioconservación de estas y de las células 

transformadas usar una solución de glicerol (50%) y CaCl2 (0.1M); la cual se prepara 

de la siguiente manera: 

 

 

Componente 
 

Cantidad 
 

Volumen 
 

Concentración 
 

CaCl2 
 

0.0959 g 
 

50 mL 
 

0.1M 
 

Glicerol 
 

5 mL 
 

5 mL 
 

50% 
 

CaCl2 + Glicerol 10X 
 

2 mL 
 

300 µL 
 

[1:10] 
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ABSTRACT 

 

The species that make up the genus Chlamydia affect a wide range of animal hosts, causing 

various pathologies. Chlamydia abortus (C. abortus), Chlamydia psittaci (C. psittaci) and 

Chlamydia pecorum (C. pecorum) are the most clinically relevant in small ruminants 

worldwide, since they have been related to reproductive, ocular and digestive tract 

problemsrespectively; two of these (C. abortus and C. psittaci) represent a potential 

zoonotic risk to humans. The diagnosis of infections by organisms of this genus is 

complicated; since, in mostcases, there are no clinical signs that indicate the presence of 

the agent in affected animals. Currently, in European countries, the prevention and control 

mainly of C. abortus is carriedout through the administration of commercial attenuated 

immunogens; however, their use has not shown satisfactory results in the protection of 

susceptible animals. Therefore, the implementation of new immunization options based on 

the utilization of recombinantproteins is the line of research that is currently taking the most 

prominence. Additionally, the use of proteins with immunogenic potential could be 

important tools for the diagnosis, prevention and control of these pathogens. Due to this, 

the present review focused on recapitulating the most current studies focused on the 

experimental use of different immunogenic proteins of Chlamydia spp. used worldwide, 

highlighting their innovation andresults obtained in experimental models. 
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INTRODUCTION 

 
The bacteria of the genus Chlamydia are Gram-negative, obligate intracellular organisms 

thatare characterized by sharing a unique biphasic development cycle, they have two 

morphological structures called: elementary body (EB), which is the infective form, and 

thereticulate body (RB), form of the metabolically active bacterium(1). These bacteria cause 

a wide range of diseases in different animal host and man(1,2). Within the genus, a total of 

twelve species have been reported(3): C. trachomatis, C. muridarum, C. suis, C. psittaci, C. 

abortus, C. caviae, C. felis, C. pneumoniae, C. pecorum, C. avium, C. gallinacea, C. 

poikilothermis and four species candidates: C. ibidis, C. serpentis, C. corallus and C. 

sanzinia(4-6). 

 

Some of these species tend to affect production animals; in addition, they represent a 

potentialzoonotic risk to humans(7). The main species of the genus identified in these 

animal species are C. abortus, C. psittaci and C. pecorum; in addition, the pathologies 

associated with themhave been widely documented(1,2,8). 

 

The pathologies related to these organisms are diverse, among which the following stand 

out: abortions, keratoconjunctivitis and problems in the digestive tract(2,9); however, C. 

abortus isthe most important in livestock production, generating greater losses in flocks 

than due to thepresence of C. psittaci and C. pecorum(1,2). 

 

Due to the importance for public and animal health that these organisms represent, this 

reviewfocused on compiling the most recent studies on the development of diagnostic 

tests,treatment and control of infections caused by these bacterial species, where studies 

focused on the production of recombinant proteins stand out, which have been the subject 

of study inrecent years. 

 

SPECIES OF THE GENUS CHLAMYDIA AFFECTING SMALL RUMINANTS 

 
Chlamydia abortus 

 
Causative agent of Ovine Enzootic Abortion (OEA), a disease that is widely distributed 

worldwide, which causes economic losses in countries that are engaged in livestock 

activity.The disease causes abortion in pregnant ewes in the last third of gestation or, in 

some cases,the birth of weak lambs that do not exceed 48 h of life(1,2). It is currently 

considered the most important pathology of chlamydial origin; since it represents a 

potential occupational zoonotic risk and for pregnant women who are in contact with 

infected animals(2). In this order, different reports have been made in which, in addition to 

causing abortions, it causes other conditions, such as: febrile illness, development of 
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disseminated intravascular coagulation, acute renal failure and pulmonary edema(10), 

septicemia and important lesions in the liver, kidney and heart; it is worth mentioning that 

these pathologies occurred after theabortion(11). It is also described as a causative agent of 

pelvic inflammatory disease(12). In Mexico, the prevalence of antibodies against C. abortus 

was reported in exposed risk groups(workers and veterinarians) who were in contact with 

flocks with a history of abortion(13). Finally, it has also been reported as a causative agent 

of pneumonia problems(14), thus demonstrating the zoonotic potential of this bacterial 

species. 

 

Chlamydia psittaci 

 
Bacterium of avian origin that causes psittacosis in birds and with proven potential 

zoonoticrisk. In the last five years, different studies have been carried out, evidencing the 

risk that this bacterial species represents for humans, mainly due to contact with infected 

birds(2). In the first instance causing psittacosis, ornithosis(2) or atypical pneumonia(15). It 

has also been reported as a causative agent of genital infections in women(16). It has been 

identified in patients with respiratory diseases; for example, pneumonia in farmers who 

worked with infected animals(17). Similarly, it has been linked to pneumonia, pertussis and 

conjunctivitis(18). Not least, associating the possible risk factors involved in the contagion 

ofpsittacosis in people who handle birds(19,20). Recently, it was reported as a causative agent 

inan outbreak related to severe respiratory disease among workers of poultry slaughter 

plants in the USA(21). There are currently no reports of contagion of C. psittaci from 

mammals to humans. 

Chlamydia pecorum 

 
This bacterium lodges naturally in the digestive tract and causes enteritis; in most cases, it 

occurs subclinically, thus avoiding the timely detection of the disease(22). C. pecorum has 

also been associated with other diseases, among them: arthritis, keratoconjunctivitis, 

encephalomyelitis, infertility, pneumonia and mastitis, and causing economic losses 

inproduction units(22). Despite the wide variety of pathologies with which this bacterial 

agent has been related, the zoonotic potential of this species of Chlamydia is still 

unknown(23). 

TRANSMISSION 

 
It has been widely documented that the way in which these organisms are mostly 

transmittedis through the oronasal route(1). C. abortus is excreted by infected ewes through 

vaginal fluids or placental remains, which contaminate water or food, the entry to 

susceptible animals is through the intake of these(2). 
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C. psittaci is usually contained in the feces of birds and small ruminants, therefore, the 

main route of transmission of this pathogen is through the inhalation of aerosols 

contaminated byfeces, in feeders or outdoor areas(7). 

 

Transmission of C. pecorum is thought to take place by the oral-fecal route or by ingestion 

or inhalation of bacteria contained in secretions of infected animals. Some studies have 

suggested transmission because of factors such as mutual grooming, inhalation and 

overcrowding(22). 

DIAGNOSIS 

 
Due to the variety of clinical pictures, animal hosts and since these agents are often 

diagnosed in combination with other infectious agents, a definitive diagnosis usually 

requires laboratorytests in most cases(24). The diagnosis of diseases of chlamydial origin is 

complicated and requires complex methodologies that require highly trained personnel to 

be able to carry outan ideal diagnosis(24). To make the diagnosis of Chlamydia species, the 

samples by choice are swabs (vaginal, conjunctival and/or rectal) preserved in a special 

transport medium for Chlamydia spp., sucrose-phosphate-glutamate (SPG)(24,25); on the 

other hand, the diagnosis can be made by indirect (ELISA) or direct methods (cell culture 

and PCR)(24). 

 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 
The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is an indirect diagnostic test that 

detectsantibodies in serum of affected individuals against specific antibodies of bacteria of 

this genus(2,24), there are currently commercially available ELISA tests, among the 

disadvantagesof this type of tests are cross-reactions between species (C. abortus and C. 

pecorum), whichmakes specific diagnosis difficult(2). The assays that evaluate different 

antigens for the detection of species of Chlamydia spp. have been diverse. First, evaluating 

fragments of the MOMP through an indirect ELISA test (rOMP91B iELISA), which 

showed a sensitivity andspecificity of 84.2 and 98.5 % respectively; the study showed that 

the indirect ELISA test was better at differentiating animals infected with C. abortus and 

C. pecorum(26). Later, another study evaluated different recombinant antigens, all of these 

were identified from thePolymorphic Outer Membrane Protein or POMP90. Of the 11 

fractions identified, OMP90- 

3 and OMP90-4 were the most effective, showing a sensitivity of 95.7 and 94.3 % 

respectively and a specificity of 100 % for both. The findings of the study revealed that the 

ELISA test with the fragment rOMP90-4 was more sensitive than that of rOMP90-3, since 

itidentified more positive samples for OEA and, in addition, both were superior to the 

complement fixation test (CFT)(27). Additionally, and in a complementary way to these 

studies, a study was carried out in which four experimental ELISA tests based on complete 
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EB of C. abortus (EB), a preparation from the outer membrane of complete bacteria (SolPr) 

and two recombinant fragments of POMP90 (rOMP90-3 and rOMP90-4), were evaluated 

against three commercial tests, the CHEKIT1 Chlamydophila abortus test, Pourquier1 

ELISA Chlamydophila abortus and ImmunoComb Ovine Chlamydophila Antibody. The 

results during the test showed that the commercial ELISA test InmunoComb obtained the 

highest sensitivity (98.4 %) compared to the others; however, the specificity determined 

(65.4 %) was lower than all tests evaluated. The results at the end of the study determined 

that, of the eight ELISA tests evaluated, the test that offers the best results in terms of 

sensitivity and specificity was the ELISA test based on the recombinant fragment rOMP90- 

3, with values of 96.8 % and 100 % respectively, this study showed that this experimental 

ELISA test can be an adequate alternative for the serological diagnosis of OEA(28). 

 

A study carried out in 2018 adds to these results, which compared three commercial tests 

(IDvet, MVD-Enfer and LSI) for the detection of antibodies against C. abortus in ewes, 

vaccinated animals were evaluated for different periods of time to measure the production 

ofantibodies between animals that aborted and animals that reached term, the results 

revealed that the most sensitive test was the LSI (94.74 %) followed by MVD-Enfer (78.95 

%) and finally IDvet (73.68 %), all three kits detected high levels of antibodies in ewes 

that abortedcompared to those that had lambs without complications. The most sensitive 

test in this studyis based on the identification of chlamydial lipopolysaccharide (LPS), 

which shows cross-reaction with all species of the genus Chlamydia, it is determined 

suitable for identifying ewes infected with any species of Chlamydia, but it is not 

considered specific for C. abortus(29). Finally, a study revealed the disadvantages of this 

type of commercial tests in terms of cross-reactions between C. abortus and C. pecorum, 

carrying out the evaluation in different flocks, serological tests revealed a low 

seropositivity of C. abortus using an ELISAtest based on peptides (1.2 %) in Australian 

ewes and a moderate seropositivity in a Swiss flock with a clinical history of abortion 

associated with C. abortus (26.9 %). Using CFT and ELISA tests, seropositivity was 

significantly higher, suggesting cross-reactivity between these two species. Additionally, 

using a real-time PCR test to detect DNA of C. pecorum inAustralian animals seropositive 

for Chlamydia spp., it was concluded that the seropositivityof Chlamydia may be related 

to cross-reactivity with endemic infections of C. pecorum(30). Due to the disadvantages 

shown by this type of tests, it is advisable to complement them witha more specific one such 

as PCR tests(24). 

 

Cell culture 

 
Due to their obligate intracellular nature, these bacteria require live media for their 

isolation; due to this, cell culture (McCoy cells by choice) is currently used for this 

purpose(24), until afew years ago, this technique was considered the gold standard for the 

diagnosis of Chlamydia spp.(1); however, the development of new methodologies, such as 
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nucleic acid amplification (PCR and sequencing), employed to improve diagnosis are 

currently considered the gold standard for diagnosing Chlamydia spp. infections(8). Other 

tests such aspolymerase chain reaction, which is a much more specific technique for the 

detection and typing of species of Chlamydia spp., is used much more frequently because 

it has a greater sensitivity and specificity compared to cell culture(2). 

 

Polymerase chain reaction test 

 
This test detects specific DNA of any organism; therefore, it is a much more sensitive and 

specific test than cell culture when identifying the genus and species involved in the 

affectedindividuals(24). In the last 15 yr, the use of this technique has become very relevant, 

and its different variants reveal better results compared to those mentioned above, such as: 

i) processing a greater number of samples, ii) less time to obtain results, iii) the use of 

differenttypes of samples for diagnosis, iv) organisms do not have to be one hundred 

percent viable and v) greater sensitivity and specificity. Since its use in veterinary 

diagnostic laboratories was implemented, the genes used to identify these bacterial agents 

have been different: major outer membrane protein (MOMP), polymorphic membrane 

proteins (Pmps), 16S and 23S(24). PCR methodologies for the specific detection of 

Chlamydia species are varied, to mention afew: The PCR test “Touchdown enzyme time 

release” to amplify different DNA sequences in the variable regions of the spacer rRNA 

genes 16S and 16S-23S specific for the identification of species of this bacterial genus; for 

example, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae and Chlamydia psittaci(31). 

Another variant of this test, the PCR- RFLP test that identifies in the first instance the 

presence of the omp2 gene specific to the family Chlamydiaceae and later, by digestion 

with the restriction enzyme AluI, has the abilityto identify a total of nine species of the 

genus Chlamydia, among these, C. abortus, C. pecorum(32) and C. psittaci(33). Additionally, 

a variant focused on the 16S gene specific to thefamily Chlamydiaceae but using a real- 

time PCR test demonstrated high specificity when evaluating samples of different 

Chlamydia species against other bacterial genera(34); additionally, this variant can also be 

used for the specific identification of Chlamydia speciesusing specific primers for each 

one(35). Later, a multiplex PCR test was developed for the identification of C. abortus, C. 

pecorum and Coxiella burnetii, involved as causative agentsof abortion, this test, unlike 

the aforementioned ones, helps to simultaneously identify the three species, this test proved 

to be highly specific and rapid for the detection of these bacterial agents(36). 

TREATMENT 
 

Antibiotics 

For the treatment of pathologies of chlamydial origin, antibiotics are the drugs of choice, 

since bacterins, in the case of OEA, are only available in some European countries and the 

costs required for their implementation are very high(2,7). The administration of 
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tetracycline,penicillin and chloramphenicol for the treatment of infections caused by these 

bacterial agents has been shown to inhibit the growth of these organisms(24), it is important 

to emphasize that the use of antibiotics should be in a controlled manner to minimize the 

development of resistance by the pathogen. Although antibiotics serve to reduce losses due 

to these pathogens, these types of treatments do not eliminate bacteria; since affected 

animals continue to shed the organisms; therefore, their prophylactic use is not 

recommended(37). In European countries, in addition to the use of antibiotics, the 

administration of bacterins is also implemented in the case of OEA to prevent and control 

the disease in flocks with susceptible animals, this is because it is the only disease of 

chlamydial origin for which thereare commercially available bacterins(2). 

 

Immunogens 

 
In the past century, immunogens intended for the treatment and prevention of diseases 

worldwide have been one of the greatest achievements of public health; in this area, 

between 2 and 3 million lives are saved due to the implementation of these health 

measures(38). In the veterinary field, technological advances in the development of 

immunogens for disease control have had an important enhancement in the last 25 yr, from 

the use of complete bacteria, whether alive or dead, to the use of DNA immunogens, which 

offer safer measuresfor both the animal and the veterinarian who administers them(39). 

 

In the last 70 yr, studies for the development of immunogens to combat diseases of 

chlamydial origin in animal species, mainly livestock (sheep, goats, cattle and pigs), focus 

on preventing economic losses in production units; however, the main objective is to 

preservehuman health due to the zoonoses that some of these represent. Vaccine trials 

against Chlamydia spp. have increased in the last 10 yr, in these studies, the protein most 

used in thechallenges against Chlamydia spp. has been the MOMP(40). Additionally, studies 

focused onthe search for specific antigens of this surface protein have been carried out for 

a differentiation between species(41). Later, different types of antigens have been used in 

the development of immunogens against chlamydial agents, the first tests traditionally used 

the EB, which were inactivated by treatments with ultraviolet light or live (attenuated) fixed 

withformalin. Later, in the mid-1990s, approaches in the use of other antigens for the 

development of subunit vaccines, such as recombinant proteins, synthetic peptides, 

expression vectors and DNA, began to be used for the challenge in murine models 

mainly(40). 

 

In the case of C. pecorum, there are only two trials of vaccines against this agent, which 

havebeen challenged in murine models, although the results revealed an immune response 

in animals, these should be treated with caution because clinical cases of abortions are 

rarely related to C. pecorum(42). 
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Finally, although there are commercially available vaccines for the control and prevention of 

C. abortus, it is well documented that in the case of the live attenuated 1B C. abortus 

vaccine,it has the potential to reactivate and cause the disease in immunized animals(43- 
45). 

 
Of the total vaccine challenges against Chlamydia spp., only 5 % have been focused on C. 

abortus, evaluated in mice, cows, ewes and guinea pigs(40), the studies evaluate some 

proteins, mainly Pmps, looking for different variations or mutations that can serve as key 

points for the prevention of OEA(46). 

 
Subunit vaccines, new technologies for the development of serodiagnostic tests and 

vaccine prototypes 

 

To date, different studies that have identified these possible candidates, both for the 

diagnosisand for the development of vaccines(2), have been developed. Immunoreactive 

proteins, expressed in infected animals, have been proposed as new candidates as marker 

antigens forthe diagnosis and use of different virulence genes that can be used for the 

development of prototypes of subunit vaccines for the prevention and control of diseases 

caused by species of Chlamydia spp.(47). In the case of C. abortus, several studies have 

been carried out, evaluating different proteins. A study evaluated the humoral immune 

response triggered by some surface proteins (MOMP, MIP, Pmp13G) and associated with 

virulence (CPAF, TARP,SINC), this study showed that ewes that aborted showed a strong 

antibody response to surfaceantigens. Additionally, they identified that the most specific 

antigen for the serodiagnosis ofhuman infections by C. abortus was Pmp13G; this protein 

did not show cross-reactivity withother species of Chlamydia spp. that affect humans(47). 

 

Regarding the proteins currently used for the development of vaccine prototypes, studies 

have focused on three proteins that play a major role in the development cycle of the 

bacterium(40). Other proteins of this bacterial genus used as antigens in vaccine trials are 

themembrane surface proteins of Chlamydia spp., which have been shown to have highly 

conserved regions(48). Heat shock proteins (HSPs) and chlamydia protease-like activity 

factor (CPAF) proteins have also been considered as suitable candidates for the 

development of immunogens for the control and prevention of diseases of chlamydial 

origin, these have beenshown to cause a strong inflammatory response in the host(49). 

Another study evaluates threedifferent types of vaccines: DNA vaccine, phage vaccine 

(OmpA) and a commercial live attenuated, freeze-dried vaccine based on the strain 1B of 

Chlamydia abortus. Although thephage vaccine offers good results, it does not exceed that 

offered by the commercial vaccine;however, the study concludes that this novel vaccine 

administration system offers advantagesthat far outweigh commercial vaccines, such as: 

handling, more efficient safety and relativelycheaper production(50). Other tests evaluated a 

combination with the polysaccharide Lycium barbarum (LBP3a), the results demonstrated 
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good protection in mice challenged with C. abortus using a polysaccharide LBP3a 

combined with a DNA vaccine encoding the MOMPof C. abortus(51). 

 

Later, other proteins have been proposed, such as those belonging to the family of Pmps, 

these have been shown to have the immunogenic potential for the development of 

immunogens against C. abortus(2). One study evaluated Pmp18D in two different 

formulations, FL (tyrosine kinase 3 ligand type Fms; Flt3L) and Vibrio cholerae ghosts 

(VCGs), to induce innate and cross-protective immunity against genital C. abortus 

infection. The evaluation was carried out with the regulation of the expression of the 

protein, by the activation and differentiation of different cell types. The results showed that 

the formulationthat offers the best results is Pmp18D+VCG(52), as well as another variant, 

using an N- terminal fragment of this protein, called Pmp18D.1, the study evaluated its 

ability to inducean innate immune response in dendritic cells and activate the signaling 

pathways involved inthe secretion of IL-1β(53). Other proteins used as combined antigens 

(MIP and CPAF) demonstrated 50 % efficacy against a commercial live attenuated 

vaccine; additionally, although there is release of the pathogen by immunized animals, these 

are released in smallerquantities compared to the negative control. Nevertheless, it was 

possible to observe in this study that, when these two proteins are administered 

individually, it has no effect against theexperimental infection(54). 

 

Several studies have been carried out against C. psittaci, using different types of proteins. 

Initially focused on the evaluation of the persistence of a DNA vaccine (pcDNA1-MOMP) 

and the expression of the recombinant protein (rMOMP) from the MOMP of an avian strain 

of C. psittaci, which causes respiratory problems in turkeys, the results showed that the 

persistence of the vaccine was 10 weeks and the expression of the protein was proportional 

to the persistence time(55). Subsequently, using a recombinant adenovirus vaccine using the 

same protein, it was evaluated in birds against avian chlamydia, the results of this study 

showed that this vaccine was safe, and that the protection rate reached up to 90 % in the 

challenged animals. Although the period of protection of the vaccine was six months, it is 

emphasized that the growth periods of the birds used for meat are approximately similar. 

However, birds intended for laying should be vaccinated twice because they have longer 

lifespans(56). 

 
On the other hand, Pmps have also been used as candidates for the development of vaccines 

against C. psittaci; in this sense, a study developed and examined a recombinant vaccine 

administered due to the herpesvirus of turkeys, using the 5’ end of the PmpD gene, which 

encodes the N-terminal fraction of this (pmpD-N). The evaluation of the recombinant virus 

(rHVT-pmpD-N) in the challenged birds revealed increased levels of specific antibodies 

against PmpD and a proliferation of specific lymphocytes against it. After the challenge 

withthe strain C. psittaci CB7, a significant decrease in respiratory distress, lesions and 

bacterialload was found in the challenged group(57). One study evaluated the efficacy of 
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vaccination with plasmid proteins to prevent lung infection by C. psittaci in mice, in which 

a recombinantprotein of CPSIT_p8 is used, which belongs to an important virulence factor 

in the form ofa highly conserved “cryptic” plasmid of 7.5 kb. A recombinant of this protein 

was producedand challenged in a murine model. The results in this study showed that 

immunization significantly decreased the bacterial load in the lungs of the challenged mice, 

a lower level of IFN-γ was also observed. Its results conclude that the recombinant protein 

evaluated in this study induces significant protective immunity against C. psittaci and that 

it could be considered as a candidate for the development of a new vaccine for the 

prevention of infections caused by this bacterium(58). 

 

However, other proteins involved in the virulence of this bacterium, such as chlamydial 

inclusion membrane proteins (Incs), have also been used as candidates in the development 

of vaccine prototypes. One study employed a recombinant of the transmembrane head 

proteinCPSIT_0846 and challenged mice with respiratory tract infection caused by C. 

psittaci, the study revealed a strong cytokine profile with high levels of IFN-γ; similarly, a 

strong humoralimmune response was detected in the challenged mice, with high titers of 

specific IgG antibodies. The strong immune response correlated with a significantly 

reduced bacterial concentration and a decrease in the inflammatory pathology in the lungs 

of the mice after the challenge. The results of this study suggest that the protein 

CPSIT_0846 may be a possible candidate antigen for the development of a vaccine to 

induce protection against this type of infections(59). 

 

For the detection of antibodies against C. psittaci, an ELISA test based on the N-terminal 

fragment of the PmpD (PmpD-N) was developed, the tests were performed to determine 

its sensitivity and specificity in experimentally infected and uninfected birds. The results 

of thisstudy revealed that the ELISA-PmpD-N had a sensitivity and specificity of 97.9 %, 

100 % respectively; in addition, there was no cross-reaction with positive serums for other 

avian pathogens. The results concluded that this protein fraction (PmpD-N) can be used as 

an antigen for the diagnosis of C. psittaci infections in birds(60). It should be noted that all 

studieshave been carried out in C. psittaci of avian origin; however, since C. psittaci is 

genetically related to C. abortus(61), with this evidence, the idea of focusing studies on the 

variant that affects small ruminants can be contemplated. 

 

In C. pecorum, the most recent study focused on the development of vaccine prototypes 

usingsurface proteins has been carried out in experimentally infected ewes and evaluating 

two recombinant proteins: rMOMP and rPmpG, this study identified B-cell epitopes in 

asymptomatic animals, with arthritis related to this agent and animals immunized with a 

recombinant vaccine of these proteins. The results of this study conclude that these tests 

canhelp improve diagnostic tests for this agent in sheep flocks(62). 

 
Later, a study evaluates a direct ELISA test using two recombinant protein antigens of this 
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bacterial species (rPmpG and rMOMP-G) and using the Pepscan method, a mapping and 

characterization of B-cell epitopes in these proteins was carried out in lambs with 

asymptomatic C. pecorum infections, with polyarthritis associated with C. pecorum and 

vaccinated with recombinant proteins. The results revealed that there is an immune 

responseof antibodies against PmpG in the natural infection. Antibodies against MOMP- 

G increasedin animals with polyarthritis. Finally, an epitope response was identified in 

immunized lambsand in naturally infected lambs(63). 

CONCLUSIONS 

 
Studies focused on the identification of immunoreactive proteins for the development of 

ELISA tests and vaccine prototypes against diseases caused by species of the genus 

Chlamydia that affect small ruminants have become very relevant in recent years, due to 

the importance in public health, animal welfare and economic importance that they 

represent. 

 

Immunoassays with specific proteins of each species, such as Pmps, can be a key point to 

avoid cross-reactions between species, which would reduce erroneous results in veterinary 

diagnostic laboratories. 

 

C. abortus is the species of the genus that has been the most importance in the last decade; 

since the available commercial vaccines have not given satisfactory results for the 

preventionand control of OEA; in addition to the biological risk that it represents. The use 

of subunit vaccines as an option for prototype development has good levels of safety 

compared to commercial vaccines; since they do not represent a risk to the personnel who 

handles them and offer results equal to or superior to those offered by them. 
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LA PREDICCIÓN IN SILICO DETERMINA LA PRESENCIA DE EPÍTOPOS INMUNOGÉNICOS 

ALTAMENTE ESPECÍFICOS EN FRAGMENTOS DE LA PROTEÍNA DE LA MEMBRANA 

POLIMÓRFICA (PMP17G) DE Chlamydia abortus. 

 
IN SILICO PREDICTION DETERMINES THE PRESENCE OF HIGHLY SPECIFIC 

IMMUNOGENIC EPITOPES IN FRAGMENTS OF THE POLYMORPHIC MEMBRANE PROTEIN 

(PMP17G) OF Chlamydia abortus. 
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RESUMEN 

 
El Aborto Enzoótico Ovino es una enfermedad infecto contagiosa provocada por la bacteria Gram negativa e 

intracelular obligada Chlamydia abortus. Para el diagnóstico en campo, se emplean pruebas serológicas de uso 

comercial; sin embargo, algunas de estas pruebas tienen porcentajes de sensibilidad y especificidad bajos debido 

a las reacciones cruzadas que muestran los antígenos empleados frente a otros patógenos. Para el diagnóstico 

más certero, es necesario desarrollar pruebas con antígenos más específicos como las Pmp’s, comprobando la  

presencia de epítopos específicos empleando nuevas tecnologías. El presente trabajo determinó in silico la 

presencia de epítopos con potencial inmunogénicos específicos contra Chlamydia abortus de dos fragmentos 

de la proteína PMP17G. Se realizó la clonación y secuenciación de los fragmentos y a partir del análisis de 

estos, con el empleo de dos softwares bioinformáticos se detectó la presencia de epítopos contra C. abortus 

POMP90-3 (ocho epítopos) y POMP90-4 (un epítopo). El análisis in silico nos permitió predecir e identificar 

de manera eficiente epítopos específicos contra C. abortus en ambos fragmentos de la proteína, los cuales serán 

de utilidad para el desarrollo de técnicas de diagnóstico y desarrollo de inmunógenos. 

 
Palabras clave: Aborto Enzoótico Ovino, ELISA, epítopos, in silico, Proteína de la Membrana Polimórfica 
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INTRODUCCIÓN 

 
Chlamydia abortus es una bacteria intracelular obligada con un ciclo de desarrollo bifásico único compartido 

entre todas las especies del género; el cual, se divide en dos estructuras morfológicas bien definidas, el cuerpo 

elemental y el cuerpo reticular (Klasinc et al., 2021). C. abortus es un patógeno de importancia en pequeños 

rumiantes, ya que es el agente causal del Aborto Enzoótico Ovino (AEO); esta enfermedad provoca aborto en 

hembras gestantes en el último tercio de gestación y por consecuencia diversas pérdidas económicas (Essig y 

Longbottom, 2015; Rodolakis y Laroucau, 2015). Además, se ha relacionado a esta bacteria como agente 

primario de artritis, conjuntivitis, mastitis y neumonía (Yin et al., 2014). Se ha documentado en diversos 

estudios el potencial zoonótico de C. abortus, principalmente para mujeres que entran en contacto directo o 

indirecto con animales infectados causando diversas patologías (Cheong et al., 2019), tales como coagulación 

intravascular diseminada después del parto, falla renal aguda, edema pulmonar, enfermedad pélvica 

inflamatoria (Walder et al., 2003), sepsis durante el embarazo (Walder et al., 2005), neumonía (Ortega et al.,  

2016) y como agente del síndrome de dificultad respiratoria aguda (Pichon et al., 2020). 

 
En México, el AEO es considerada como una enfermedad endémica y de reporte obligatorio, la presencia de 

este patógeno se ha reportado en ovinos y caprinos en diversos estudios desde hace varios años como uno de 

los agente causales de aborto en ovinos (Escalante-Ochoa et al., 1996) y caprinos (Escalante-Ochoa et al., 1997). 

Por otro lado, fue reportada la presencia de anticuerpos contra este agente en rebaños caprinos del estado de 

Guanajuato, en los que se registró una frecuencia de 4.87% (Campos-Hernández et al., 2014). Posteriormente 

en 2015, en el mismo estado, Chlamydia spp. se identificó en cabras lecheras mediante cultivo celular en el 

26,98% de las muestras (Mora Díaz et al., 2015). 

 

A partir del año 2000 se continuó con diversas investigaciones para demostrar un panorama más claro de la 

presencia de C. abortus en México, una de estas investigaciones fue la realizada por Jimenez-Estrada et al, 

(2008) en el municipio de Xalatlaco, Estado de México, donde se identificó la presencia de este agente mediante 

pruebas de ELISA y PCR, en donde obtuvo una frecuencia de 21.3% y 0.65% respectivamente. Por otro lado 

en 2014, en esa misma entidad en diferentes municipios evaluaron muestras de suero en bovinos de leche para 

determinar la presencia de anticuerpos contra C. abortus empleando una ELISA indirecta encontrando una 

frecuencia del 0.73% de animales positivos (Praga-Ayala et al., 2014). Otro estudio realizado en diferentes 

unidades de producción ovina ubicadas en diferentes municipios (Atlacomulco, Calimaya, Coatepec Harinas, 

Santa María Rayón, Temascalcingo, Tenango del Valle, Xonacatlán Zumpango) de esta entidad, se emplearon 

dos técnicas de diagnóstico, aislamiento (68.44%) para Chlamydia spp. y PCR (6.46%) específico para C. 

abortus (datos no publicados) (De Jesus-Aldama, 2019). 

 
En el mismo año en rebaños caprinos con problemas de aborto en diferentes estados de la república (Coahuila, 

Jalisco, Querétaro, Puebla y Veracruz), se identificó con por aislamiento (23.1%) y por PCR específico (9.6%) 

(Sánchez, 2014). En Guanajuato, en rebaños caprinos lecheros se identificaron anticuerpos contra C. abortus 

(4.87%); dichos animales seropositivos se identificaron en seis de nueve unidades de producción evaluadas 
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(66.6%) (Campos-Hernández et al., 2014). También se determinó la presencia del al agente por medio de ELISA 

(9.60%), aislamiento (26.98%) y PCR (23.8%) (Mora et al., 2015). 

 

En otras especies como equinos que convivían con ovinos seropositivos a C. abortus se identificaron títulos de 

anticuerpos contra C. abortus en equinos (1.32%) que convivían con bovinos (48%), caprinos (12.5%) y ovinos 

(29.7%). Dicho estudio reveló que el 75% de los equinos seropositivos a C. abortus se obtuvieron en unidades 

de producción ovina seropositivas a C. abortus (Rubio-Navarrete et al., 2017). Aunque la evidencia sobre la 

presencia de C. abortus en México es cada vez más evidente, el uso de inmunógenos como método de 

diagnóstico para la prevención y control del AEO no son implementados en el país. 

 

Una alternativa para el control del AEO es la aplicación de vacunas atenuadas e inactivadas, fundamentalmente 

en países europeos; las cuales, disminuyen las tasas de abortos y las cargas bacterianas. Sin embargo, no 

eliminan por completo al agente de animales infectados (Bommana y Polkinghorne, 2019). Adicionalmente, 

hay evidencias en el caso del empleo de la vacuna 1B de Chlamydia abortus, que la bacteria puede reactivarse 

y provocar abortos en animales inmunizados con ésta (Laroucau et al., 2018; Longbottom et al., 2018). Estas 

limitaciones en la vacunación han generado la necesidad de desarrollar vacunas más seguras y eficaces para el 

control y la prevención del AEO. Recientemente se desarrolló una vacuna inactivada (INMEVA®; Laboratorios 

Hipra S.A., Amer, Spain); la cual demostró una reducción en trastornos reproductivos y excreción del patógeno 

en animales desafiados de manera considerable (Montbrau et al., 2020). Sumado a esto, las vacunas de 

subunidades han demostrado ser más seguras y económicas que las disponibles comercialmente, tanto vacunas 

combinadas (MIP/CPAF) (O’Neill et al., 2019) o empleadas como refuerzo (COMC y (OG)-COMC) 

(Livingstone et al., 2021), su uso en modelos experimentales redujo considerablemente las tasas de abortos y la 

excreción del patógeno en los animales desafiados. En México la vacunación para la prevención y control del 

AEO no ha sido implementado, ya que los inmunógenos no se comercializan y no existe ninguno de su tipo en 

el país, lo cual, dificulta el control de la enfermedad en rebaños ovinos y caprinos a nivel nacional. 

 
El serodiagnóstico específico del AEO se ve limitado debido a las reacciones cruzadas que presentan algunas 

de las pruebas comerciales disponibles actualmente con bacterias del mismo género y con algunas bacterias 

Gram-negativas como Acinetobacter dado que, estas se desarrollan en base a antígenos compartidos entre las 

especies de este género, (O’Neill et al., 2018). La falta de pruebas lo suficientemente específicas y sensibles  

contra el AEO, ha conducido a diversos estudios enfocados en identificar factores de virulencia y proteínas de 

superficie, que pudieran ser empleados como dianas para el desarrollo de pruebas de ELISA más eficientes 

revelando resultados prometedores en el diagnóstico específico de C. abortus (Forsbach-Birk et al., 2013; 

Hagemann et al., 2016). Otra alternativa ha sido la identificación in silico de epítopes inmunogénicos en 

proteínas de C. abortus; el cual, se ha realizado desde principios del año 2000, evaluando proteínas de superficie, 

como la proteína principal de la membrana externa (MOMP) (Vretou et al., 2001) y proteínas polimórficas de 

membrana externa (POMP) (Vretou et al., 2003). Se han estudiado los factores de virulencia en diferentes 

especies de Chlamydia (Rahman et al., 2016), así como el desarrollo de microensayos empleando 
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péptidos sintéticos que representan epítopos de células B de proteínas inmunodominantes de algunas especies 

del género (Sachse et al., 2018); debido a lo mencionado anteriormente, el presente estudio tuvo como objetivo 

identificar y caracterizar in silico la presencia de epítopes inmunogénicos en dos fragmentos de la Proteína de 

la Membrana Polimórfica (pmp17G) que puedan ser empleados para la detección específica del AEO a través 

de dos softwares bioinformáticos. 

 
MATERIALES Y METODOS 

 
Se empleó un aislamiento de C. abortus previamente identificado por medio de aislamiento en cultivo celular 

y PCR específica, la extracción de DNA se realizó a partir de cultivo celular, empleando el kit comercial 

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA, USA) (de Oliveira et al., 2018) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

Identificación de los genes POMP90-3 y POMP90-4. 

 
La identificación de los fragmentos superpuestos POMP-3 y POMP90-4 de C. abortus se realizó a través de 

dos pruebas de reacción en cadena de la polimerasa (Longbottom et al., 2002) empleando los siguientes 

iniciadores: POMP90-3F (3’-TATTGTCCTCCAGGCA-’5), POMP90-3R (3’- 

ATCAGCATAAATAGCCCCG-’5) y POMP90-4F (3’-TCCACTTCAAAAGG-‘5), POMP90-4R (3’- 

GTTCCCATCGAAGGTA-’5) respectivamente (Longbottom et al., 2002). Las reacciones se prepararon en un 

volumen final de 50 μL; los cuales contenían: 25.0 μL de Master mix (IBI Scientific, USA), 0.4 μM de cada 

iniciador, 50-100ng de ADN molde y agua libre de nucleasas hasta completar el volumen deseado. La reacción 

se llevó a cabo en un termociclador Primer G (Techne, UK) empleando las siguientes condiciones: 

desnaturalización inicial a 94 °C durante 10 min., seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 1 min, 

alineación a 44 °C por 1 min para ambos pares de iniciadores y extensión durante a 72 °C por 1 min. Finalmente 

una extensión final a 72 °C por 5 min. Los productos de PCR fueron examinados por electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (10 mg/mL) a 90 Volts por 40 min. y visualizados en una cámara de 

UV. 

 

Construcción de plásmidos 

 
Una vez identificados ambos fragmentos, las bandas de ADN de interés de ambas amplificaciones de PCR se 

cortaron del gel y se trataron de acuerdo con el protocolo de purificación, “Wizard® SV Gel and PCR Clean- 

Up System” (Promega, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante, para purificar el ADN (Hireche et al., 

2016). El ADN purificado se empleó para clonar los fragmentos de interés, en el vector de clonación “pGEM- 

T easy vector system” (Promega, USA), el cual es un vector linealizado con una sola timidina 3´-terminal en 

ambos extremos. La reacción de ligazón se llevó a cabo mediante la incubación a 16 °C durante toda la noche, 

el resultado final de dicho procedimiento fue la construcción de dos plásmidos recombinantes pGEM-T- 

POMP90–3 y pGEM-T- POMP90–4. 
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Transformación celular 

 
Para el proceso de transformación celular, se empleó la cepa bacteriana de E. coli DH5α químicamente 

competentes empleando el método de CaCl2 (Illingworth et al., 2017), las células y los plásmidos recombinantes 

(pGEM-T- POMP90–3 y pGEM-T- POMP90–4) se cotransformaron y se sembraron en agar selectivo Luria 

Bertani (LB) (500 µL) suplementado con ampicilina (100 µg/mL), Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 

(IPTG)/X-Gal, con concentraciones finales de 96 µg/mL y 40 µg/mL respectivamente, las placas fueron 

incubadas a 37°C por 24 hrs., finalmente las colonias resultantes se seleccionaron a través del método de 

selección de colonias azul-blancas (Nabi et al., 2016). 

 

Purificación de los plásmidos recombinantes 

 
Los plásmidos recombinantes (pGEM-T- POMP90–3 y pGEM-T- POMP90–4) se purificaron a partir de células 

de E. coli DH5α transformadas, obtenidas previamente de cultivos de 10 mL de caldo LB con antibiótico; 

posteriormente los cultivos se trataron de acuerdo con el protocolo para purificación de plásmidos “Hight-Speed 

Plasmid Mini Kit” (IBI Scientific, USA). 

 

Análisis de los plásmidos recombinantes 

 
La clonación de ambos plásmidos recombinantes se confirmó mediante amplificación por PCR y digestión 

enzimática (EcoRI y NcoI) (Promega, USA); adicionalmente se secuenciaron dichos plásmidos recombinantes 

para su análisis posterior. 

 
Secuenciación y análisis de los plásmidos recombinantes 

 
Una vez confirmada la clonación de ambos fragmentos en los plásmidos recombinantes y posterior a su 

purificación, se cuantificó la concentración (ng/μL) de ADN plasmídico en un Nanodrop Q5000 UV-Vis 

Spectrophotometer (Quawell, USA) para su secuenciación. 

 

Predicción de epítopes in silico 

 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas empleando el software Mega X (Wasissa et al., 2021). Las 

secuencias de aminoácidos se evaluaron mediante el software bioinformático Immune Epitope Database 

Analysis Resource (http://tools.iedb.org/bcell/) y BepiPred - 2.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0) para la identificación de epítopos con potencial 

inmunogénico a partir de secuencias de aa obtenidas en este estudio. 

http://tools.iedb.org/bcell/)
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RESULTADOS 

 
Detección de los genes POMP90-3 y POMP90-4. 

 
El uso de los iniciadores (Longbottom et al., 2002) para la identificación específica de los fragmentos 

superpuestos 3 y 4 de la Proteína de la Membrana Polimórfica de C. abortus, resultaron en dos productos de 

245 pb (POMP90-3) y 209 pb (POMP90-4) (figura 1). 

 

 

Figura 1. Identificación específica de los fragmentos 3 y 4 del gen de la proteína de la membrana polimórfica 

(POMP90) de Chlamydia abortus. Carril 1 y 8: Marcador de Peso Molecular, Carriles: 2, 4 y 6. Fragmento 3 

(245 pb) y Carriles: 3, 5 y 7. Fragmento 4 (209 pb). 

 

 

 

Análisis de restricción enzimática de la construcción de los plásmidos recombinantes. 

 
Una vez obtenidas las construcciones recombinantes (pGEM-T- POMP90–3 y pGEM-T- POMP90–4), fueron 

sometidas a una evaluación por medio de digestión enzimática empleando enzimas de restricción de acuerdo 

con el mapa de clonaje múltiple de dicho vector, empleando las enzimas (EcoRI y NcoI) (Promega, USA). Una 

vez finalizada la digestión enzimática, se evaluaron los resultados con una electroforesis en gel de agarosa; el 

cual, se observaron dos fragmentos 3015 correspondiente al plásmido y 245 pb para el fragmento recombinante 

(rOMP90-3); de igual forma, para el fragmento 4 se obtuvieron dos fragmentos de 3015 correspondiente al 

plásmido y 209 pb para el fragmento recombinante (rOMP90-4). El análisis de restricción confirmó la presencia 

de los genes POMP90-3 y POMP90-4 en el plásmido pGEM-T-Easy. Alternativamente, se realizó una prueba 

de PCR para la identificación de los fragmentos a partir de la purificación de los plásmidos, comprobando de 

esta forma la presencia de los fragmentos POMP90-3 y POMP90-4 dentro de vector pGEM-T Easy. Finalmente 

ambos plásmidos recombinantes fueron secuenciados para el análisis de sus secuencias. (figura 2). 
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Figura 2. Identificación de los fragmentos rOMP90-3 y rOMP90-4 a través de digestión enzimática con enzimas 

de restricción NcoI y NdeI. Carril 1, 5 y 8, marcador de peso molecular. Carril 2-4, pGEM T- easy (3015 pb) y 

rOMP90-3 (245 pb). Carril 4 y 5 pGEM T- easy POMP90-4 (209 pb). 

 

Predicción de epítopes in silico 

 
Identificación de epítopos inmunogénicos fragmento rOMP90-3 de Chlamydia abortus 

 
Con un total de 75 residuos que conforman la secuencia de aminoácidos del fragmento rOMP90-3, al ser 

evaluado por los dos softwares, se observó que la secuencia conservada al 100% predijo ocho epítopos de 

diferentes tamaños. Ambas evaluaciones nos demostraron variaciones en cuanto a la predicción de los epítopos; 

IEDB predijo un total de ocho epítopos, los más grandes son tres: dos de ocho y uno de quince residuos (figura 

3), BepiPred predijo ocho, los más grandes fueron dos, uno de ocho y otro de quince residuos; estos ocho 

epítopes coinciden en ambos programas; sin embargo, Immune Epitope Database predijo una adicional, siendo 

nueve los epítopos predichos por este programa, una ligera diferencia entre ambos programas, el resto son más 

pequeños de uno y dos residuos que varían en ambos programas al punto de estar presentes o no en uno u otro 

de los programas. Adicionalmente, realizamos la predicción de epítopos discontinuos y estructuras 3D en ambos 

fragmentos empleando el software “ElliPro: Antibody Epitope Prediction”, esta predicción demostró cuatro 

epítopos discontinuos. Además, las estructuras tridimensionales de los epítopos discontinuos demuestran que 

estos se encuentran expuestos en la superficie de la estructura de todo el fragmento rOMP90-3 (Figura 4); el 

programa identificó un total de cuatro epítopos discontinuos con sus respectivas estructuras tridimensionales. 
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Figura 3. Epítopos predichos (ocho secuencias) por el programa “BepiPred 2.0” en la secuencia correspondiente 

al fragmento rOMP90-3, de tamaños variables (enmarcados en rojo). 
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Figura 4. Estructuras tridimensionales predichas en el fragmento rOMP90-3 de C. abortus. Representación 

gráfica de cómo se estructuran teóricamente los epítopos discontinuos, estructura conformacional y exposición 

en la superficie de ésta. 

 
Identificación de epítopos inmunogénicos del fragmento rOMP90-4 de Chlamydia abortus 

 
Con un total de 62 residuos que conforman la secuencia de aminoácidos del fragmento rOMP90-4, la secuencia 

conservada al 100% predijo un epítopo de 12 aminoácidos. “BepiPred 2.0” evaluó cada residuo de la secuencia 

proteínica; el cual, determinó un resultado similar al predicho por “Immune Epitope Database”; con la 

diferencia de que este programa excluyó un aminoácido al inicio del epítopo predicho en comparación al 

primero (Figura 5). De igual forma, realizamos la predicción de epítopos discontinuos y estructuras 3D de dicho 

fragmento. Además, las estructuras tridimensionales de los epítopos discontinuos demuestran que éstos se 

encuentran expuestos en la superficie de la estructura de todo el fragmento rOMP90-4 (Figura 6). “BepiPred 

2.0” evaluó cada residuo de la secuencia proteínica, este programa determinó un resultado similar al predicho 

por “Immune Epitope Database”; con la diferencia de que este programa excluyó un aminoácido al inicio del  

epítopo predicho en comparación al primero. 

 

 
Figura 5. Epítopos predichos (11 Epítopos) por el programa “BepiPred 2.0” en la secuencia correspondiente al 

fragmento rOMP90-4 (enmarcado en rojo). 
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Figura 6. Estructuras tridimensionales predichas en el fragmento rOMP90-4 de Chlamydia abortus. 

Representación gráfica de cómo se estructuran teóricamente los epítopos discontinuos, estructura 

conformacional y exposición en la superficie de esta. 

 

DISCUSIÓN 

 
El propósito del presente trabajo fue determinar la presencia in silico de epítopes con potencial inmunogénico 

en dos fragmentos de la proteína PMP17G de C. abortus, agente causal del AEO, enfermedad infecto contagiosa 

con potencial zoonótico ampliamente documentado (Rodolakis y Laroucau, 2015). Debido a que las pruebas 

comerciales disponibles actualmente presentan reacciones cruzadas con otras especies del género se dificulta el 

diagnóstico específico del agente (Bommana et al., 2019). Los resultados obtenidos en este estudio demostraron 

la presencia de epítopes con potencial inmunogénico en los dos fragmentos analizados rOMP90-3 y rOMP90- 

4. 

 
La capacidad de predecir epítopos solo a partir de secuencias de antígenos es una tarea compleja y a pesar del 

esfuerzo sustancial por innovar y actualizar los algoritmos matemáticos en los cuales se basan estos programas, 

se ha logrado un avance limitado durante la última década en la precisión de los métodos de predicción de 

epítopos, especialmente para aquellos que se basan únicamente en la secuencia del antígeno (Jespersen et al., 

2017). El presente trabajo realizó la clonación y transformación celular de un aislado obtenido en rebaños en el 

Estado de México. 

 
Aunque en la mayoría de los casos este tipo de herramientas se han empleado para el desarrollo de vacunas 

recombinantes(Soria-Guerra et al., 2015; Aguilar-Montes de Oca et al., 2022); en el presente estudio y otros 

realizados anteriormente, se ha demostrado que estos también pueden emplearse para el desarrollo de pruebas 

de serodiagnóstico, debido a la naturaleza de las mismas; por lo cual, es posible emplearlas para dicho fin como 

ya se ha llevado a cabo en el caso de C. suis (De Puysseleyr et al., 2018). 

 

Cabe mencionar que a pesar de que el empleo de estas herramientas tiene muchas ventajas y optimizan los 

tiempos de trabajo en el laboratorio, es importante recalcar que, al igual que para el desarrollo de vacunas 
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recombinantes, todas las herramientas bioinformáticas disponibles actualmente proporcionan una lista completa 

de epítopos para diseñar pruebas de serodiagnóstico. Sin embargo, esta solo es la etapa inicial del proceso ya 

que, una vez predichos lo epítopes en la secuencia diana, se deben evaluar cuales péptidos serán los más 

adecuados para las subsecuentes evaluaciones. Actualmente la evaluación de péptidos sigue siendo un desafío, 

debido a que implementar el proceso de validación requiere de tiempos importantes (Soria-Guerra et al., 2015) 

y el cotejo con pruebas acreditadas como óptimas para el diagnóstico del AEO por la WOAH (WOAH, 2018). 

 
De acuerdo a estudios realizados previamente, demuestran que los estudios in silico son más rápido y eficientes 

que los empleados de manera habitual y ha contribuido dentro del desarrollo del presente trabajo de 

investigación optimizando los tiempos, evitando el proceso de producción de los fragmentos recombinantes; ya 

que, una vez identificados los péptidos específicos dentro de la secuencias de ambos fragmentos, existen 

empresas dentro del ramo que se dedican a la síntesis de los mismos para que puedan emplearse de forma 

prácticamente inmediata una vez sintetizados. 

 

Las secuencias conservadas en su totalidad en las secuencias de nucleótidos y las de aminoácidos de ambos 

fragmentos, se procedió a realizar el mapeo de ambas secuencias; se determinó para el fragmento rOMP90-3 

un total de ocho epítopes y para el fragmento rOMP90-4 un solo epítope de un tamaño de doce residuos. Un 

estudio que desarrolló una ELISA recombinante empleó el mapeo de la secuencia completa de la proteína PmpC 

(2140 aa) de C. suis y detectó un total de 9 epítopes de diferentes tamaños, detectado al final un residuo de 

nueve aa óptimo para el diagnóstico específico de este patógeno; ya que, la ELISA rPmpC detectó todos los 

sueros de control positivo y contrastó con la técnica de fijación del complemento (CFT) y contó con un 100% 

de especificidad contra C. suis. Es importante resaltar estos resultados porque las secuencias completas de 

epítopes predichos por los programas pueden ser o no óptimos en su totalidad como se observó en dicho estudio 

(De Puysseleyr et al., 2018) y esto se verá reflejado hasta que se pueda realizar la evaluación y validación de 

los epítopes predichos en el presente estudio. Hay que considerar que en cuanto al fragmento rOMP90-3 se 

mostró un epítopo adicional predicción con Immune Epitope Database (nueve) y con BepiPred 2.0 (ocho) con 

ambos programas, siendo solamente dos de los ocho predichos iguales para los dos programas, por lo cual 

debemos de ser prudentes al momento de elegir con cual se decidiría trabajar en el futuro (Jespersen et al., 

2017). 

 
El mapeo de secuencias de proteínas enfocado en la proteína de la membrana externa PorB de C. trachomatis 

para el desarrollo de una vacuna contra este patógeno que afecta al humano, determinó características 

fisicoquímicas, la estructura secundaria, 3D y la predicción del sitio funcional (epítopes inmunogénicos) 

(Pourhajibagher y Bahador, 2016). Por esto, se destaca el empleo reciente de este tipo de modelos in silico para 

la predicción de epítopes que pudieran servir para el desarrollo de diferentes pruebas o inmunógenos contra las 

bacterias de este género y lo más importante es que puedan ser lo suficientemente sensibles y específicas para 

un diagnóstico adecuado y preciso. En, el caso de C. abortus sería deseable poder diferenciar esta entre otras 
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dos especies que afectan a los pequeños rumiantes como causantes de abortos: C. pecorum y C. psittaci (Walker 

et al., 2015) (Osman et al., 2011; Rodolakis y Laroucau, 2015). 

 

Además de servir para la predicción y mapeo de secuencias de proteínas, también se puede determinar la 

estructura conformacional de las proteínas y observar de manera teórica la ubicación del epítopo de interés 

(Jespersen et al., 2017). El presente estudio mostró una representación gráfica de las estructuras 

conformacionales 3D (epítopes discontinuos) de cada uno de los epítopes predichos por este programa (Vita et 

al., 2019), existen dos tipos de epítopes, lineales y discontinuos. Al no ser 100% lineales debemos darnos una 

idea de la ubicación de estos epítopes y si en realidad se encuentras expuestos en la estructura 3D (Vita et al., 

2019); ya que, las proteínas están en su forma natural en esta conformación y con la ayuda de estos programas, 

tenemos la posibilidad de predecir estas estructuras a partir de secuencias lineales (Ansari y Raghava, 2010; 

Jespersen et al., 2017); además, la predicción discontinua de epítopes de células B requiere de la visualización 

de una estructura 3D del antígeno (Soria-Guerra et al., 2015). 

 

CONCLUSIONES 

 
La proteína de la membrana polimórfica es una alternativa viable para el desarrollo de pruebas serológicas 

específicas contra C. abortus. 

 
La predicción in silico de epítopos inmunogénicos optimiza tiempos y costos de inversión para el desarrollo de 

pruebas de serodiagnóstico. 

 
Se lograron identificar diferentes epítopos inmunogénicos en las secuencias de los fragmentos rOMP90-3 y 

rOMP90-4, los cuales resultaron ser específicos para la especie C. abortus. 

 

Las estructura conformacionales de los epítopos predichos demuestran su exposición en la superficie lo que 

hace posible su reconocimiento por los anticuerpos contra las mismas. 
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