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RESUMEN 

Avibacterium paragallinarum es el agente causal de la coriza infecciosa, la cual 

provoca pérdidas económicas significativas en la industria avícola en todo el mundo. 

Para reducir los daños asociados con esta enfermedad es esencial el diagnóstico 

rápido y preciso, lo mismo que el desarrollo de vacunas y métodos más precisos de 

genotipificación. En A. paragallinarum, se han identificado varios factores de 

virulencia importantes tales como el antígeno de hemaglutinina, la cápsula, el 

lipopolisacárido, la toxina RTX, la toxina de distensión citoletal y las proteínas 

fimbriales. La investigación de estos factores de virulencia es importante para 

aumentar la comprensión de los mecanismos subyacentes en la patogenicidad 

producida por A. paragallinarum, es por ello que este trabajo se centró en validar la 

existencia de genes que codifican fimbrias tipo F17 en el genoma de cepas de A. 

paragallinarum. La parte inicial correspondió a la identificación por PCR de tres 

genes que codifican para proteínas fimbriales tipo F17. Los fragmentos de DNA 

amplificados se clonaron en el plásmido vector pBluescriptII KS (-), utilizando como 

cepa hospedera a E. coli DH5. Los fragmentos se subclonaron posteriormente en 

el vector de expresión pQE-30 para el gen de la adhesina y pQE-32 para el gen de 

la proteína estructural, utilizando como cepa hospedera a E. coli M15. Se obtuvieron 

tres construcciones que corresponden a las secuencias de A. paragallinarum del 

operón flf: 1) pQT-1 con un inserto de 1137 pb del gen que codifica para la proteína 

adhesina de 379 a.a. de la cepa 2015; 2) pQT-2 con un inserto de 1080 pb del gen 

que codifica para la proteína estructural de 360 a.a. de la cepa 2015; 3) pQT-3 con 

un inserto de 1086 pb del gen que codifica para la proteína estructural de 362 a.a. 

de la cepa 6. Se realizó el proceso de inducción de proteínas modificando algunas 

variables como: concentración del inductor (0.25Mm, 0.5mM, 1mM, 1.5mM, 2mM y 

3mM), cepa de expresión (M15 o SG13009), fuente de carbono y nitrógeno (Terrific 

Broth, LB, tripticaseína, infusión cerebro corazón y caldo nutritivo) y el inductor 

(IPTG o lactosa 2%). Los mejores resultados se obtuvieron con el inductor lactosa 

al 2% y como fuente medio de cultivo caldo soya tripticaseína. Las proteínas 

inducidas y esperadas se purificaron por cromatografía de afinidad en columnas de 
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níquel y elución por gradiente de imidazol obteniéndose muy poca proteína 

posiblemente por toxicidad para la célula hospedera.
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INTRODUCCIÓN  

¿Qué es Avibacterium paragallinarum? 

Esta bacteria es el agente causal de la coriza infecciosa (CI), un germen Gram 

negativo, anteriormente nombrado Haemophilus paragallinarum (Blackall, 

Christensen, Beckenham, Blackall, & Bisgaard, 2005). La mayoría de los 

aislamientos de A. paragallinarum aglutinan eritrocitos de pollo y los antígenos son 

conocidos como hemoaglutininas, con gran valor para predecir su virulencia 

(Soriano-Vargas, Sánchez-Morales, Morales-Erasto, & García-Sánchez, 2013). 

Los aislamientos de A. paragallinarum muestran crecimiento simbiótico con una 

cepa nodriza y un requisito para su crecimiento in vitro es tener condiciones de 5-

10% de CO2. La reacción de catalasa es negativa. La reacción de fosfatasa es 

variable mientras la prueba ONPG es negativa. Estas bacterias producen ácido a 

partir de D-mannitol y D-sorbitol, pero no a partir de glicerol, D-arabitol, L-arabinosa, 

D-arabinosa, meso-inositol, D-galactosa, lactosa, trehalosa o rafinosa. La 

producción de ácido de D-ribosa, D-xilosa, L-fucosa, maltosa y dextrina es variable. 

La cepa CL de A. paragallinarum tiene un estimado de 2,410,835 pb y contenido de 

G+C de 41.3 % (Horta-Valerdi et al., 2017). Empleando la prueba de inhibición de 

la hemoaglutinación, actualmente se reconocen tres serogrupos: A, B y C, con 

nueve serovariedades distribuidas de la siguiente manera: A-1, A-2, A-3, A-4; B-1; 

C-1, C-2, C-3 y C-4 (Soriano-Vargas & Terzolo, 2004).  

En muchas especies bacterianas la síntesis de dinucleótido de adenina 

nicotinamida (NAD, por sus siglas en inglés, nicotinamide adenine dinucleotide; o 

factor V) ocurre inicialmente a partir del ácido quinolínico o por la vía del ácido 

nicotínico (Foster & Moat, 1980). Algunos miembros de la familia Pasteurellaceae, 

a la cual pertenece A. paragallinarum, no tienen estas vías de biosíntesis de NAD y 

deben obtenerlo directamente del medio o a partir de precursores. Para el cultivo de 

A. paragallinarum, los medios son complementados con NAD o se incorpora una 

estría nodriza de Staphylococcus epidermidis para liberar algunos de sus 

precursores (Soriano-Vargas et al., 2013). 



 2 

Organismo fastidioso 

A. paragallinarum es una bacteria de crecimiento lento, la mayoría de las cepas 

requieren factor V para su crecimiento (Christensen, Blackall, & Bisgaard, 2016). Es 

una bacteria delicada, que muere rápidamente fuera de los tejidos del huésped. La 

supervivencia fuera del cuerpo del ave de granja no es más de 48 horas a 18-24°C 

(Blackall & Hinz, 2008). 

Características del cultivo 

A. paragallinarum es una bacteria no móvil por flagelo, presenta morfología 

cocobacilar con tendencia a la formación de cadenas cortas y algunos filamentos 

(Terzolo, 2000). Las colonias tienen forma de gotas de rocío de 0.3 mm a 1 mm de 

diámetro (Kume et al., 1983) con tendencia a degeneración morfológica después de 

un período de incubación de más de 24 horas (Blackall & Hinz, 2008). En cultivos 

en caldo, es frecuente observar formas pleomórficas e inclusive bacterias 

degradadas que aparecen como como si fueran manchas de colorantes (Terzolo, 

2000). 

 

Figura 1. Cultivos de A paragallinarum en base de agar con 10% de sangre de 
ovino con colonia nodriza de Staphylococcus epidermidis. Colonias 
dependientes de NAD. 
Imagen tomada de: Soriano-Vargas, E., Sánchez-Morales, J., Morales-Erasto, 
V., & García-Sánchez, A. (2013). 
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Coriza infecciosa. 

La coriza infecciosa (CI) es una enfermedad contagiosa y aguda del tracto 

respiratorio superior, de pollos y gallinas (Gallus gallus), también se ha reportado 

su presencia en órganos no respiratorios, como el hígado, bazo y riñón (Droual et 

al., 1990). Una enfermedad respiratoria complicada puede desarrollarse cuando se 

asocia con otros patógenos. La enfermedad está limitada a pollos y no es relevante 

para la salud pública (Blackall & Hinz, 2008). La principal fuente de infección es por 

aves portadoras. Al requerir de pocos organismos para la infección, se puede 

transmitir al beber agua contaminada por secreciones nasales y por medios aéreos 

en distancias cortas (Blackall & Hinz, 2008). 

Signos clínicos 

La enfermedad se caracteriza por una rápida diseminación, alta morbilidad y baja 

mortalidad. El período de incubación es 1-3 días después de la infección por 

contacto y todas las aves susceptibles de la parvada mostrarán signos dentro de 7-

10 días. Si no se complica con otras infecciones, el curso de la enfermedad no es 

más de aproximadamente 10 días en la forma leve y aproximadamente 3 semanas 

en la forma más grave. Los primeros signos típicos incluyen secreción nasal y ocular 

seromucosa y edema facial. En casos severos, se puede observar conjuntivitis con 

ojos cerrados, barbillas hinchadas (enfermedad de la zarza) y dificultad para respirar 

(Blackall & Hinz, 2008). 
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Control de la coriza infecciosa 

Mejoras en el manejo de las aves como, reducción de la población de aves, buena 

higiene, adecuada bioseguridad y el evitar que las granjas tengan poblaciones de 

diferentes edades, pueden reducir el ciclo de la enfermedad. Para eliminar al agente 

de una granja, es necesario despoblar la pollada infectada, ya que estas aves 

siguen siendo un reservorio del agente bacteriano. Después de limpiar, desinfectar 

y descansar el edificio durante al menos 1 semana, pueden introducirse nuevas 

aves. Sólo los pollos que se sabe que están libres de A. paragallinarum se deben 

utilizar para la repoblación. Esto puede ser inviable en las granjas con población de 

diferentes edades (Blackall & Hinz, 2008). 

  

Figura 2. Grados de severidad de la CI en aves inoculadas experimentalmente 
y observadas al segundo día post-infección. 
A. Grado 0. (ave inferior) sin lesiones y Grado 1 (ave superior) con leve 
conjuntivitis. 
B. Grado 2. Conjuntivitis con el ojo parcialmente cerrado e hinchazón de zona 
periorbital y senos paranasales. 
C. Grado 3. Conjuntivitis con el ojo parcialmente cerrado, párpados no adheridos 
e hinchazón notable de la zona periorbital y senos paranasales. 
D. Grado 4. Conjuntivitis con el ojo totalmente cerrado, párpados adheridos e 
hinchazón muy severa de la zona periorbital y senos paranasales. 
Imagen obtenida de: Soriano-Vargas, E., & Terzolo, H.-R. (2004). 
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Daño económico en la industria avícola  

A nivel mundial, A. paragallinarum se encuentra distribuida en varios países como: 

Australia, Bulgaria, Canadá, Egipto, Gran Bretaña, Holanda, India, Indonesia, Iraq, 

Suiza, China, Japón, Alemania, debido a que es más común en países con una 

industria avícola desarrollada. En Estados Unidos se ha informado la presencia de 

esta bacteria en California, Alabama y Oregón. Se considera exótica en Nueva 

Zelanda, único país que parece estar libre de A. paragallinarum (Luna, 2010). 

En México, Argentina, Guatemala, Brasil se han encontrado cepas de A. 

paragallinarum A, B y C. En Argentina y Brasil se han distinguido cepas A variantes. 

Las cepas B de Argentina son genéticamente distintas a otras cepas del mundo de 

cualquier serovariedad, mientras que las cepas C de éste mismo país según 

investigaciones que se han realizado, no tienen protección cruzada (Luna, 2010). 

En México se han registrado brotes en Sonora, Jalisco, México, Michoacán, 

Morelos, Puebla, Yucatán (Soriano-Vargas & Terzolo, 2004). 

Se puede ver que esta enfermedad es de importancia económica en todo el mundo, 

afecta tanto a pollos de engorda como a gallinas ponedoras, la enfermedad se 

manifiesta principalmente con una caída en la producción de huevos (10 ± 40%) en 

lotes de ponedoras y retraso del crecimiento, debido a la disminución de consumo 

de alimento y agua (Blackall, 1995). La CI provoca importantes pérdidas 

económicas asociadas a la baja productividad, el aumento de la mortalidad hasta 

un 48% y una reducción de hasta el 75% de la producción de huevos (Calderón, 

Thomas, Morales-Erasto, Salgado-Miranda, & Soriano-Vargas, 2010). 

La CI puede tener un impacto significativo en los pollos de engorda (Blackall & 

Soriano-Vargas, 2013). En California, 2 casos de CI, una complicada por la 

presencia de Mycoplasma synoviae, causaron mayores sacrificios, principalmente 

debido a la aerosaculitis, que variaron entre 8,0% -15% (Droual et al., 1990). En 

Alabama, un brote de CI en pollos de engorda que no se complicó con ningún otro 

agente infeccioso causó una tasa de morbilidad del 69.8%, virtualmente todo debido 

a la aerosaculitis. (Hoerr, Putnam, Rowe-Rossmanith, Cowart, & Martin., 1994) 
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Vacunación contra CI 

¿Porque es mejor vacunar? 

Para controlar la enfermedad de CI se prefiere utilizar la vacunación, esto es debido 

a que representa un menor costo y no deja rastros químicos, en la producción de 

huevo y carne. 

Diversas sulfonamidas y antibióticos son útiles para aliviar los peores efectos de la 

enfermedad. Después de 5-7 días de tratamiento, los signos clínicos a menudo 

desaparecen por completo, pero pueden producirse recaídas después de 

suspender el tratamiento. Esto se debe a que el medicamento es incapaz de 

eliminar a A. paragallinarum de todas las aves en una gran población. Los signos 

clínicos no desaparecen por completo hasta que se ha desarrollado una inmunidad 

específica en la mayoría de las aves afectadas del lote. La recuperación de la 

producción de huevos se ve semanas después de la desaparición de los signos 

clínicos de CI. (Blackall & Hinz, 2008).  

La vacunación utilizando células completas inactivadas (bacterinas) que contienen 

un adyuvante puede proteger a los pollos contra la enfermedad. Dicha vacuna 

proporciona inmunidad específica de serogrupo pero no protegerá hacia otros 

serogrupos; es decir, una vacuna que contiene el serovar A (serogrupo A de Kume) 

no protegerá contra el serovar C (serogrupo C de Kume). Existe evidencia de que 

la protección cruzada dentro de las serovariedades B y C (equivalente a los 

serogrupos B y C de Kume) puede ser limitada, posiblemente requiriendo el uso de 

más de una cepa en la vacuna para estos serogrupos. Si una bacterina comercial 

no puede inducir una inmunidad protectora, se debe usar una bacterina autógena. 

La vacunación apropiada es económicamente rentable, ya que generalmente 

protege contra las caídas más severas en la producción de huevos. Se recomiendan 

dos dosis de vacuna, cada una de las cuales debe consistir en al menos 108 

unidades formadoras de colonias, administradas por vía subcutánea con una 

separación de 3 a 6 semanas. El momento de administración de las dosis de vacuna 

está entre las 12 y 16 semanas de edad (Blackall & Hinz, 2008). 
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Factores de virulencia  

La patogenicidad es la capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad 

en un huésped susceptible. La virulencia es un término cuantitativo que define el 

grado en que un patógeno puede causar enfermedad; esto a menudo está 

relacionado con el número de microorganismos que se requieren para causar la 

infección o la frecuencia de infección en una población dada y los determinantes de 

virulencia de la cepa. Los mecanismos de patogenicidad están mediados por 

factores de virulencia, estos son mecanismos con los que cuenta un 

microorganismo que le permiten entrar al hospedero, invadir los tejidos y provocar 

enfermedad. La ausencia de estos atenúa la virulencia del microorganismo 

(Forrellad et al., 2013).  

Se han identificado varios factores de virulencia en A. paragallinarum, incluyendo el 

antígeno de hemaglutinina (Wang et al., 2014), la cápsula (Tu et al., 2014), el 

lipopolisacárido (Chiang et al., 2013), la toxina RTX (repeat in toxin) (Pan et al., 

2012), y la toxina de distención citoletal (Chen et al., 2013). La investigación de 

estos factores de virulencia es importante para aumentar la comprensión de los 

mecanismos subyacentes a la patogenicidad de A. paragallinarum (Liu et al., 2016). 

La adherencia a la mucosa ciliada del tracto respiratorio superior es el primer paso 

de la infección de CI. La cápsula y el antígeno de hemaglutinación juegan un papel 

importante en la colonización. Las sustancias tóxicas liberadas del organismo 

durante la proliferación se asocian con la producción de lesiones en la mucosa y la 

aparición de los signos clínicos. La cápsula puede actuar como defensa natural ante 

bactericidas. A. paragallinarum es un agente bacteriano no invasivo con un fuerte 

tropismo para las células ciliadas y migra hacia el tracto respiratorio inferior 

(pulmones, saco aéreo) solo después de la interacción sinérgica con otros agentes 

infecciosos y/o si es alentado por la inmunosupresión (Blackall & Hinz, 2008). 
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Fimbrias tipo F17 

Las fimbrias son filamentos proteicos expresados en la superficie de muchas 

bacterias patógenas. Estos filamentos están involucrados en la adhesión bacteriana 

a las células del huésped y se consideran importantes para la virulencia (Connell et 

al., 1996). La ruta de chaperón-usher (CU) es común en el ensamblaje de fimbrias 

bacterianas (figura 4), Este ensamblaje requiere cuatro componentes proteicos: la 

subunidad fimbrial principal, la chaperona, la proteína usher y una proteína de 

adhesión (Wurpel, Beatson, Totsika, Petty, & Schembri, 2013)(Velázquez, 2017). 

Estudios previos mostraron que múltiples copias de CU pueden presentarse en un 

solo genoma bacteriano (Clegg, Wilson, & Johnson, 2011). La formación de las 

fimbrias F17 requiere de la expresión de un cluster de cuatro genes designados 

como flfD, flfC, flfG y flfA respectivamente (Lintermans et al., 1991). 

 

 

 

Figura 3. Arreglo genético del operón que codifica para fimbrias F17. 
Imagen obtenida de: Bihannic et al. (2014). 
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La punta de la adhesina codifica varios receptores que reconocen ligandos 

específicos en los tejidos del huésped. En consecuencia, la interacción de la fimbria 

CU con el huésped es altamente específica, y la expresión de las diferentes fimbrias 

puede estar asociada con diferentes etapas y sitios de la infección (Kudirkienė, 

Bager, Johnson, & Bojesen, 2014). 

Estrategias de protección inmunológica contra A. paragallinarum.  

Se identificó a la proteína de la subunidad fimbrial (FlfA) F17 de Gallibacterium como 

un candidato prometedor que puede usarse para vacunar a las gallinas ponedoras 

(Bager et al., 2014).  Los estudios in vitro utilizando células epiteliales de pollo, así 

como la infección animal demostraron que esta fimbria podría estar involucrado en 

la colonización de G. anatis del tracto respiratorio superior (Lucio et al., 2012) y así 

Figura 4. Dibujo esquemático del ensamble de fimbrias F17 por la vía de CU. 
Imagen obtenida de: Nuccio & Bäulmer (2007). 
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jugar un papel importante en la patogénesis de los pollos (Bager et al., 2013). Las 

proteínas usher y chaperonas de las fimbrias CU, Flf, Flf1, Flf3 y Flf4 fueron 

similares a los encontrados en Gallibacterium cepa UMN179 y A. paragallinarum 

(Kudirkienė et al., 2014). La pérdida de FlfA disminuye la virulencia de A. 

paragallinarum y la inmunización con la proteína r-FlfA confiere al pollo protección 

contra A. paragallinarum (Liu et al., 2016). Se ha identificado Flfa como un factor de 

virulencia y una potencial vacuna antígena de A. paragallinarum (Liu et al., 2016). 
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JUSTIFICACIÓN  

La CI produce importantes pérdidas económicas debido a que ocurre la reducción 

en la producción de huevo de hasta el 40%, el retraso de crecimiento y la pérdida 

de peso en pollos de engorde. Actualmente el uso de vacunas con algunos serotipos 

de células de A. paragallinarum inactivadas, son la mejor manera de controlar la 

enfermedad (Chukiatsiri K., et al., 2009). Sin embargo, estas vacunas tienen la 

desventaja de inducir protección limitada a los serotipos incluidos en el biológico 

fabricado. Estudios recientes se han enfocado a obtener la secuencia del genoma 

y estudiarla como una importante fuente de información para tener una mejor 

comprensión de la biología de este patógeno. Con esta información se ha propuesto 

a las fimbrias como posibles factores de virulencia y posibles antígenos de vacunas 

contra las bacterias patógenas. Sin embargo, la función específica de las fimbrias 

de A. paragallinarum es conocida parcialmente. Por ello es importante realizar 

estudios de A. paragallinarum para conocer el contenido y la variedad de genes 

similares al operón flf y así determinar si las proteínas fimbriales pueden ser 

utilizadas como antígenos para mejorar la calidad de las vacunas contra la CI. 
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HIPÓTESIS 

A. paragallinarum contiene genes que codifican probables proteínas fimbriales, 

estas son probables factores de virulencia, y son similares a las de Gallibacterium 

anatis, por lo que son potenciales antígenos para la elaboración de vacunas. 

OBJETIVOS 

Objetivo general  

• Realizar la clonación de genes que codifican para proteínas fimbriales tipo 

F17 en A. paragallinarum, para la generación de proteínas recombinantes.  

Objetivos específicos  

• Obtener amplificados por PCR, de genes que codifican para proteínas 

fimbriales tipo F17 en A. paragallinarum, de cepas aisladas de campo. 

• Realizar la clonación de los genes amplificados en E. coli. 

• Hacer la expresión de tres proteínas fimbriales tipo F17 de A. paragallinarum 

en E. coli. 

• Realizar la purificación de proteínas por medio de cromatografía de afinidad 
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ESQUEMA DE TRABAJO 

 

Figura 5. Esquema de trabajo 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Microorganismos y plásmidos empleados en esta investigación. 

Las cepas de A. paragallinarum utilizadas en este trabajo, su origen y Biovar se 

indican en la tabla 1. Las cepas de E. coli utilizadas y sus características se 

muestran en la tabla 2. En la tabla 3 se muestran los plásmidos utilizados en la 

clonación y los obtenidos en este trabajo.  

Tabla 1. Cepas de A. paragallinarum 

 

 

Tabla 2. Cepas de E. coli 
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Tabla 3. Plásmidos utilizados y obtenidos en este trabajo 

 

Estrategias de amplificación y clonación de genes que codifican para 

proteínas de fimbrias F17 de A. paragallinarum.  

A partir del genoma reportado por Horta, et al., en el 2015 para A. paragallinarum 

cepa CL, se elaboró un esquema de los probables operones fimbriales. Para ello se 

tomó en consideración identidad, de la secuencia conservada de la proteína usher, 

con lo cual se dedujeron dos probables operones. Las secuencias de los genes del 

operón fimbrial también se alinearon con las secuencias de los genes descritos en 

G. anatis UMN179, encontrándose similitud entre ambas secuencias. Con base a 

esta información se construyó el esquema de la Figura 6, donde se observa la 

organización de un operón fimbrial flf de la cepa CL de A. paragallinarum. 
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La estrategia de investigación de este trabajo consistió en amplificar por PCR las 

secuencias de las proteínas estructurales y adhesinas de los operones fimbriales 

para su posterior clonación y secuenciación para su identificación. Los 

oligonucleótidos utilizados para las amplificaciones por PCR empleando DNA 

genómico total de A. paragallinarum ya se habían diseñado en la investigación de 

Velázquez Valtierra en 2017 y forman parte de la colección del laboratorio de 

Microbiología Molecular y Celular CIMC-ICUAP. Las características de estas 

moléculas se muestran en la Tabla 4. 

Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados en la amplificación de genes que codifican para dos proteínas 
de la fimbria F17 en A. paragallinarum CL. 

 

Amplificación por PCR de los genes de interés 

La identificación por amplificación inicial (PCR) de los genes de la proteína 

estructural y de la adhesina se hizo con la enzima Taq DNA polimerasa, utilizando 

el DNA genómico de los aislados de campo de A. paragallinarum con los 

oligonucleótidos de la tabla 4. Para la clonación posterior se utilizó la enzima DNA 

Figura 6. Esquema que muestra el arreglo de los genes en el operón fimbrial de 
A. paragallinarum. 
Cada fragmento especifica el tipo de proteína para el que codifica, así como el 
tamaño de bases del gen. Los recuadros rojos inferiores indican los 
oligonucleótidos utilizados para obtener la amplificación de los genes que 
codifican las probables proteínas estructurales y adhesinas.  
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polimerasa de alta fidelidad Pfx (Invitrogen ®). Las reacciones de PCR se realizaron 

en el termociclador Biorad®, adicionando los componentes que se muestran en la 

tabla 5, las condiciones de tiempo y temperatura de reacción para cada par de 

oligonucleótidos se muestran en la tabla 6.  

Tabla 5. Componentes para la reacción de PCR. 

 

Tabla 6. Condiciones de PCR para los oligonucleótidos del gen de la proteína adhesina o estructural. 
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Digestión del vector de clonación pBluescript II KS (-) y del vector de 

expresión pQE-30 o pQE-32. 

El DNA del vector de clonación pBluescript II KS (-) purificado a partir de cultivos de 

E. coli DH5 se usó para la digestión en la secuencia única EcoRV (GATATC) del 

vector con la enzima de restricción específica (Invitrogen ®), como se muestra en la 

figura 7. La digestión se llevó a cabo por medio de 1 µl de enzima EcoRV (10 

unidades), 3 µl de buffer D, 1 µl de DNA plasmídico (equivalente a 1 microgramo de 

DNA) y agua destilada PISA®, en un volumen final de 30 µl. La mezcla se 

homogeneizo suavemente y se incubó durante 3 horas a 37°C.  

Para el caso de los plásmidos que contenían los productos de PCR clonados en el 

vector pBluescript II KS (-), se extrajo el DNA plasmídico de las colonias 

transformantes de E. coli DH5 que contenían el producto de interés, y se hicieron 

digestiones dobles utilizando las enzimas que se muestran en la figura 8. Para las 

reacciones se colocó agua PISA estéril, 3 µg de DNA, para el primer caso de pQE-

30 y el inserto que codifica la adhesina se utilizaron 30 unidades de cada una de las 

enzimas PstI y HindIII (equivalente a 3 µl) con buffer 4 de Invitrogen. Para el caso 

de pQE-32 y el inserto que codifica la proteína estructural se utilizaron 30 unidades 

de cada una de las enzimas BamHI y KpnI (equivalente a 3 µl), en presencia del 

buffer 2.  
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Figura 7. Mapa del vector de clonación pBluescript II KS (-). 
Este se utilizó para hacer las clonaciones de los genes que codifican las 
proteínas adhesina y estructurales de la fimbria F17 de A. paragallinarum. En la 
imagen se puede observar el sitio de restricción EcoRV utilizado para abrir el 
plásmido y posteriormente ligar los fragmentos de DNA de interés amplificados 
por PCR. 

Figura 8. Mapas de los vectores pQE-30 y pQE-32.  
Se indican los sitios de restricción utilizados para hacer la subclonación con los 
fragmentos de DNA que codifican la proteína adhesina o estructural de la fimbria 
F17 de A. paragallinarum. 
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Las digestiones totales de DNA y los productos purificados se verificaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, teñido con Bromuro de etidio y se 

visualizaron en el transiluminador de luz UV (UVP®). 

Para disminuir el fondo de vector sin inserto y hacer la purificación de DNA 

linearizado de vectores e insertos, se hicieron electroforesis preparativas. El 

producto linearizado, localizado con ayuda del marcador de peso molecular, se 

retiró del gel con un escalpelo. El DNA contenido en el trozo de gel de agarosa se 

recuperó por el método freeze-squeeze (Tautz and Renz, 1983, Analytical 

Biochemistry) y precipitación con etanol frio y acetato de sodio. El procedimiento se 

llevó a cabo sobre cortes de agarosa conteniendo los fragmentos derivados de DNA 

sometido a digestiones simples o dobles según fuera necesario para recuperar 

vectores o insertos específicos. 

Ligación y transformación  

Los productos obtenidos de la amplificación con Pfx (Invitrogen ®) se ligaron al 

vector pBluescript II KS (-), digerido con la enzima de restricción EcoRV. La reacción 

de ligación contenía 3 µl de buffer T4 ligasa, 1 µl (10U) de enzima T4-DNA ligasa, 

100 ng de vector y 300 ng de inserto, (tomando en cuenta la proporción vector- 

inserto 1:3). La reacción de ligación se llevó a cabo a temperatura ambiente 

(aproximadamente 20oC) durante toda la noche. 

Posteriormente se llevó a cabo la transformación de la cepa de E.coli DH5 con el 

vector de clonación pBluescript II KS (-) y E. coli. M15 para el caso del vector de 

expresión pQE-30/pQE-32. Las cepas mencionadas se prepararon como células 

competentes con el procedimiento químico descrito por Hanahan (1983). La 

transformación para ambas se hizo por la adición del 50% de la reacción de ligación 

de DNA en un volumen de células de 50 µl equivalente a 1x107 UFC en frio durante 

30 minutos y posterior choque térmico a 37oC durante 1 minuto. La mezcla de 

transformación fue agregada a 1 ml de medio LB sin antibiótico e incubada durante 

1 hora a 37oC para posteriormente sembrarse en condiciones selectivas.  
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La selección de clonas recombinantes para el caso del DH5, se hizo por 

espatulado en cajas con medio LB gelificado que contenía ampicilina (100 µg/ml), 

50 µl de X-Gal (20mg/ml) y 5 µl de IPTG (1mM). Las cajas inoculadas se incubaron 

por 24 horas a 37°C y se seleccionaron las colonias que tenían interrumpido el gen 

LacZ, por su aspecto de colonias blancas. Se corroboró que las clonas mantuvieran 

esta característica sembrándolas nuevamente en el mismo medio. Posteriormente 

se hizo la extracción del DNA plasmídico, se verificó la presencia de insertos 

específicos mediante PCR, digestión con la enzima EcoRV y secuenciación del DNA 

clonado utilizando primers universales.  

Para el caso de las transformaciones con M15, las mezclas se sembraron en medio 

LB con ampicilina (100 µg/ml), y kanamicina (50 µg/ml) y se incubaron a 37°C por 

24 horas. Las colonias que crecieron que adquirieron el plásmido con la resistencia 

a ampicilina, se verificaron mediante PCR y digestión con PstI y HindIII para el caso 

del gen de la proteína adhesina, o BamHI y KpnI para el gen de la proteína 

estructural 

Inducción de proteínas recombinantes 

Se determinó una cinética de crecimiento de las clonas candidatas para llevar a 

cabo la inducción de proteínas, utilizando medio LB líquido a 37°C en agitación 

constante empleando como inductor IPTG 1mM. El ensayo se hizo con las colonias 

que contenían el gen de la proteína estructural clonado en el vector de expresión 

pQE-32, y se corrieron como controles la cepa M15 y M15 (pQE-32 vacío). Se 

tomaron muestras previamente a la colocación del inductor en cultivos con una 

DO=0.5 a 600nm y cada hora durante las primeras 6 horas de inducción y una más 

a las 24 horas. 

Se hicieron modificaciones por separado de algunas variables para la inducción 

como: la concentración del inductor (0.25mM, 0.5mM, 1.5mM, 2mM y 3mM), la cepa 

de expresión (M15 o SG13009). Para el caso de la fuente de carbono y nitrógeno, 

se probaron cinco medios: LB, Terrific Broth(TB), soya tripticaseína(TSB), infusión 
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cerebro corazón(BHI) y caldo nutritivo. Para el cambio del inductor se optó por 

Lactosa a una concentración de 2%. 

Las muestras de proteína elegidas inicialmente se trataron con lisozima (1mg/ml) 

durante 10 min a 37°C, se colocaron en hielo y se adicionó buffer 2X de carga con 

- mercaptoetanol (5%). Las muestras tratadas se hirvieron por 10 min y luego se 

colocaron en hielo y se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 

tipo SDS-PAGE al 10%. 

Purificación de proteínas recombinantes por cromatografía de afinidad en 

columnas de sefarosa-níquel 

Un volumen 10 ml de cultivo de células inducidas se colectó, se centrifugó a 12 mil 

rpm y se recuperó el paquete celular. Las células se resuspendieron en 2 ml de 

buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 10 mM 

y Tritón X 100 al 0.03%. Las muestras se sonicaron a 1000W en hielo durante 3 

minutos en intervalo de 5 segundos y 10 segundos de descanso. La muestra 

sonicada se centrifugó 10 min. a 4000 rpm., el sobrenadante se separó y se le 

adicionó 0.5 ml del gel de afinidad sefarosa-níquel. El gel con sobrenadante se agitó 

durante tres horas mezclando por inversión cada 30 min, la muestra se centrifugó a 

11000 rpm por 1 minuto. Se quitó el sobrenadante del gel y agregó buffer de lavado 

(buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 50m 

M, Tritón al 0.03%), se agitó durante 5 min. por medio de inversiones. Se repitió la 

centrifugación a 11000 rpm. 1 minuto. Se quitó el sobrenadante y el lavado se 

repitió. Por último, se agregaron 100 µl de buffer de elución (buffer de fosfato de 

sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 250 mM) y se agitó durante 

5 minutos. Al sobrenadante que contenía las proteínas purificadas se le agregó 1 

volumen de buffer 2X de carga con -mercaptoetanol (5%). Las muestras 

acondicionadas se desnaturalizaron por ebullición y enfriamiento y posteriormente 

se analizaron mediante electroforesis y tinción con azul de Coomassie de geles de 

poliacrilamida tipo SDS-PAGE al 10%.  
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RESULTADOS  

Microorganismos y plásmidos empleados en esta investigación. 

Se utilizaron varias muestras de DNA, que previamente que previamente se habían 

obtenido y purificado en el laboratorio, ya que A. paragallinarum es un organismo 

fastidioso y se requiere de experiencia en la extracción de DNA genómico de 

experiencia para la extracción del DNA genómico. Las cepas de A. paragallinarum 

utilizadas se enlistan en la tabla 1. Se obtuvo el DNA plasmidico del vector de 

clonacion pBluescript II KS (-) de 2958 pb, cuyo mapa se muestra en la figura 7. En 

la figura 9 se observa el vector de clonacion pBluescript II KS (-) sin digerir  (carril 3 

y 4), tambien se puede observar el plásmido digerido con la enzima EcoRV (carril 

2). El vector abierto linealizado fue ligado con los productos de PCR de los genes 

que codifican para proteínas de la fimbria F17: adhesina y proteína estructural.  

 

 

Figura 9. DNA plasmídico de pBluescript II KS (-). 
Carril 1: Marcador de Peso Molecular (M.P.M); carril 2: plásmido pBluescript II 
KS (-) digerido con la enzima EcoRV; carril 3 y 4: pBluescriptII KS (-) sin digerir. 



 24 

Amplificación y clonación de genes que codifican para proteínas de fimbrias 

F17 en A. paragallinarum. 

De acuerdo a las condiciones decritas en materiales y métodos, se obtuvieron los 

amplificados de las cepas 2015, CL y 6 como se muestran en la figura 10, para este 

experimento se usó la enzima Taq DNA polimerasa y los oligonucleotidos de la tabla 

4. En este experimento se obtuvieron amplificados de los genes que codifican para 

la proteína estructural y adhesina de las fimbrias F17. En el caso del gen que 

codifica a la proteína adhesina se obtiene el tamaño esperado ≈1137pb, tomando 

en cuenta el marcador de peso molecular, para el caso del gen que codifica para la 

proteina estructural se obtuvieron amplificados de ≈ 1000 pb, 300 pb más que el 

tamaño esperado (690 pb). 

 

 

 

Figura 10. Productos de la amplificación de los genes que codifican para 
proteínas fimbriales en A. paragallinarum. 
Carril 5: marcador de peso molecular; carril 1: gen que codifica para la proteína 
adhesina en la cepa 2015; carril 2 y 3: gen que codifican para la proteína 
estructural (690pb) de la cepa 2015 y 6 respectivamente; carril 4: gen de la 
proteína estructural (615pb) de la cepa CL.  
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Los productos de PCR elegidos fueron reamplificados con la enzima DNA 

polimerasa Pfx como se muestran en la figura 11, se obtuvieron tres: el gen que 

codifica para la proteína adhesina de la cepa 2015, y el gen que codifica para la 

proteína estructural de las cepas 2015 y 6, los cuales se utilizaron para hacer las 

ligaciones. 

 

 

Ligación y transformación en pBluescript II KS (-). 

En el experimento de trasformación del vector de clonación, se obtuvieron diferentes 

colonias, como se muestra en la figura 12. De estas se obtuvieron tres clonas con 

los siguientes nombres: pBT-1, pBT-2 y pBT-3. Estas contienen los genes que 

codifican para la proteína adhesina de la cepa 2015, estructural de la cepa 2015 y 

estructural de la cepa 6, las construcciones se muestran en la figura 13. 

Figura 11. Productos de las segundas amplificaciones de los genes que 
codifican para proteínas de la fimbria F17 en A. paragallinarum con la enzima 
Pfx. 
Carril 5: Marcador de peso molecular; carril 1: gen que codifican para la proteína 
adhesina de la cepa 2015; carril 2 y 3: resultado negativo para el gen que codifica 
para la proteína estructural en la cepa 6 y 7 respectivamente; carril 4: gen que 
codifican para la proteína estructural de la cepa 2015; carril 6: gen que codifican 
para proteína estructural de la cepa 6. 
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Figura 12. Transformantes de E. coli con los genes de proteína estructural y 
adhesina. 
a) y b) Células transformadas con la ligación de pBluescript II KS (-) y la proteína 
adhesina de la cepa 2015. c) y d) Células transformadas con la ligación de 
pBluescript II KS (-) y la proteína estructural de la cepa 2015. e) y f) Células 
transformadas con la ligación de pBluescript II KS (-) y la proteína estructural de 
la cepa 6. 

Figura 13. Mapa de las construcciones obtenidas con el plásmido pBluescript II 
KS (-) digerido con EcoRV y ligado con los fragmentos de DNA obtenidos con 
Pfx. 
a) Construcción con el gen de la proteína adhesina de la cepa 2015. b) 
Construcción con el gen de la proteína estructural de la cepa 2015. 
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Las clonas obtenidas se verificaron para determinar la presencia del gen de interés, 

usando los mapas de la figura 13, mediante restricciones, los productos de las 

digestiones se muestran en la figura 14, y posteriormente por medio de 

amplificaciones tipo PCR, como se muestra en la figura 15. 

Una vez confirmada la presencia de los insertos (figura 14), y correspondiendo la 

ubicación de la banda a los tamaños de los fragmentos: 1137 y 1086, las 

construcciones fueron enviadas a secuenciar y se realizó un análisis de las 

secuencias por comparación con los genes de la cepa referencia. Se determinó el 

número de bases del inicio del marco de lectura y con base en ello se eligió el vector 

apropiado para realizar la subclonación y la fusión traduccional. Deduciendo así la 

conveniencia de uso del vector pQE-30 para la construcción pBT-1 y pQE-32 para 

las construcciones pBT-2 y pBT-3. 

A)   B)  

 

Figura 14. Análisis de digestión con las enzimas BamHI y HindIII, de las 
construcciones pBT1, pBT2 y pBT3 para comprobar la presencia del inserto. 
A) Carril 1: Marcador de peso molecular; carriles 2, 3 y 4 digestión de la 
construcción con el gen de la proteína adhesina en la cepa 2015; carriles 5 y 6: 
digestiones de las construcciones que contienen el gen de la proteína estructural 
en la cepa 2015. B) Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2 y 3 digestión 
de la construcción con el gen que codifica para la proteína estructural en la cepa 
6.  
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A)    B)  

 

Digestión del vector de expresión pQE-30/pQE-32 y de los fragmentos en las 

costrucciones pBT-1, pBT-2 y pBT-3. 

Se obtuvo el DNA de los plásmidos de expresión como se muestra en la figura 16, 

posteriormente se hicieron las digestiones de pQE-30 (figura 8) y de la construcción 

pBT-1 con las enzimas de restricción PstI y HindIII (figura 13). También se hizo la 

digestión del plásmido pQE-32 (figura 8) y de las construcciones pBT-2 y pBT-3 

(figura 13) con las enzimas BamHI y KpnI. Se extrajeron los productos de DNA 

linearizados de plásmidos e insertos a partir del gel de agarosa por freeze-squeeze 

(figura 17) y se usaron para la ligación de marcos de lectura abierto de los genes de 

interés con la secuencia reguladora y la etiqueta de 6Xhis del vector en una fusión 

traduccional. 

Figura 15. Análisis por amplificación tipo PCR de las construcciones pBT1, pBT2 
y pBT3 para comprobar la presencia del inserto. 
A) Carril 4. Marcador de peso molecular; carril 1, 2 y 3: amplificado del gen que 
codifica para la proteína adhesina de la cepa 2015; carril 5 y 6: amplificado del 
gen que codifica para proteína estructural de la cepa 2015. B) Carril 2: Marcador 
de peso molecular; carril 1 y 3: amplificado del gen que codifica para la proteína 
estructural de la cepa 6.  
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Figura 16. DNA plasmídico de los vectores de expresión. 
Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: plásmido pQE-30; carril 3: 
plásmido pQE-31 carril 4: plásmido pQE-32. 

Figura 17. Perfil de restricción de los plásmidos aislados de las clonas pBT1, 
pBT2 y pBT3. 
Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: y 3: digestión con las enzimas 
PstI/HindIII del plásmido pBT1; carril 4: digestión con las enzimas BamHI/ KpnI 
del plásmido pBT2; carril 5 y 6: digestión con las enzimas BamHI/ KpnI del 
plásmido pBT3; carril 7: digestión con las enzimas PstI/HindIII del plásmido pQE-
30; carril 8: digestión con las enzimas BamHI/ KpnI del plásmido pQE-32 
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Ligaciones en pQE-30 y pQE-32 y transformación en E. coli M15 

Después de realizar la ligación de los fragmentos del gen que codifican para la 

proteína estructural o la adhesina con los correspondientes vectores de expresión 

pQE-30 y pQE-32, y su transformación en la cepa de expresión M15, se obtuvieron 

las construcciones pQT-1, pQT-2 y pQT-3. Dichas construcciones se corroboraron 

por medio de PCR, con dos juegos de primers, los específicos de pQE-30 

(FWD1QE30/REV1QE30), y con los primers que alinean con el inserto 

(F17IVAF/F17IVAR), para el caso del gen de la proteína adhesina cuyos 

amplificados se muestran en la figura 18, y con (F17IVPuF/F17IVPuR) para el gen 

de la proteína estructural, y cuyos amplificados se pueden ver en la figura 20. 

También se hizo una verificación por digestión doble con enzimas de restricción 

PstI/HindIII o BamHI/KpnI para observar el plásmido de expresión y el inserto 

liberado, como se muestra en las figuras 19 y 21. Una vez comprobado que el 

inserto se encontraba en el plásmido, al tener una banda del tamaño esperado para 

cada fragmento (1137 y 1086) la construcción se envió a secuenciar para observar 

en detalle los nucleótidos de la fusión. 

 

 

Figura 18. Análisis de amplificados de fragmentos de DNA que albergan los 
genes que codifican para proteínas fimbriales en A. paragallinarum en la 
construcción pQT1 Y pQT3. 
A) Amplificaciones obtenidas con los oligonucleótidos FWD1QE30/REV1QE30, 
Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2 y 3: clonas 40 y 41 (pQT1), carril 
4: clona 36 (pQT3). B) Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2, 3 y 4: 
fragmentos obtenidos con los oligonucleótidos F17IVAF/F17IVAR de las clonas 
40, 41 y 42 (pQT1); carril 5: fragmentos obtenidos con los oligonucleótidos 
F17IVPuF/F17IVPuR, de la clona 36 (pQT3). 
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A) B)  

 

Figura 19. Análisis de restricción con las enzimas PstI/HindIII o BamHI/KpnI para 
verificar la presencia del inserto. 
Carril 1: Marcador de peso molecular; carril: 2 y 3: clonas 40 y 41 (pQT1); carril 
4: clona 36 (pQT2); carril 5: control plásmido pQE-32 sin inserto. 

Figura 20. Análisis para la verificación de fragmentos de los genes que codifican 
para proteínas fimbriales en A. paragallinarum en la construcción PQT2. 
A) Carril 1, 2, 3 y 4: amplificaciones obtenidas con los oligonucleótidos 
FWD1QE30/REV1QE30, de las clonas 1, 3, 8 y 10 obtenidas de la subclonación 
del gen que codifica para la proteína estructural en la cepa 2015.; carril 5: control 
amplificado del plásmido pQE-32 sin inserto; Carril 7: marcador de peso 
molecular. B) Carril 1, 2, 3 y 4: fragmentos obtenidos con los oligonucleótidos 
F17IVPuF/F17IVPuR, de las clonas 1, 3, 8 y 10 obtenidas de la subclonación del 
gen que codifica para la proteína estructural en la cepa 2015; carril 5: control 
plásmido pQE-30 sin inserto; carril 6: marcador de peso molecular.  
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Mapas de las construcciones en pQE-30 y pQE-32. 

Se obtuvieron las siguientes construcciones (figura 22), las cuales se corroboraron 

con los datos obtenidos de la secuenciación. 

  

Figura 21. Análisis de restricción del plásmidos pQT2 con las enzimas 
BamHI/KpnI para comprobar la presencia del inserto. 
Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2, 3, 4 y 5: clonas 1, 3, 8 y 10, 
obtenidas de la subclonación (pQT2); carril 6: control plásmido pQE-32 sin 
inserto. 
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Con los datos de la secuenciación se hizo el análisis de la fusión traduccional de los 

insertos con el vector de expresión. Adelante se muestran los diagramas donde se 

indican los elementos de las construcciones como: el codón ATG, secuencias 

codificantes de histidinas 6xHis, gen de interés, sitios de corte por enzimas 

utilizadas, secuencia de los oligonucleotidos utilizados y el codón de paro. 

Con las secuencias obtenidas experimentalmente se delimitó el marco de lectura de 

las construcciones. La construcción pQT-2 mantiene los tripletes desde el codón 

ATG hasta el inicio del fragmento de la proteína estructural, lo cual indica que esta 

construcción es un candidato para llevar a cabo la inducción de la proteína 

estructural. Sin embargo, las construcciones pQT-1 y pQT-3, se desfasan por un 

par de base en su marco de lectura, lo que indica que no son candidatos para la 

expresión de las proteínas teóricamente clonadas, sin embargo, con los sitios de 

restricción de las enzimas utilizadas es posible corregir este error en futuras 

construcciones. 

Figura 22. Mapa de las construcciones obtenidas con el plásmido pQE-30 y 
pQE-32, se indican los sitios PstI/HindIII para la adhesina (1137 pb), y 
BamHI/KpnI para el gen estructural (993 pb) respectivamente. 
a) Muestra la construcción pQT1 que contiene el gen de la proteína adhesina de 
la cepa 2015. b) Construcción pQT2 y pQT3 que contienen el gen de la proteína 
estructural de la cepa 2015. 
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Figura 23. Análisis de la secuencia del plásmido pQT1. 
Diagrama en la que se señalan las características distintivas de la fusión 
traduccional entre pQE-30 y la secuencia del gen de la adhesina, se indican las 
secuencia: del codón ATG, secuencias histidínicas (6xHis), gen de interés, 
blancos de las enzimas de restricción utilizadas para la clonación, secuencia 
directa y reversa de los oligonucleótidos utilizados y el codón de paro. 
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Figura 24. Análisis de la secuencia del plásmido pQT2. 
Diagrama en la que se señalan las características distintivas de la fusión 
traduccional entre pQE-32 y la secuencia del gen de la proteína estructural, se 
indican las secuencia: del codón ATG, secuencias histidínicas (6xHis), gen de 
interés, blancos de las enzimas de restricción utilizadas para la clonación, 
secuencia directa y reversa de los oligonucleótidos utilizados y el codón de paro. 
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Figura 25. Análisis de la secuencia del plásmido pQT3. 
Diagrama en la que se señalan las características distintivas de la fusión 
traduccional entre pQE-32 y la secuencia del gen de la proteína estructural, se 
indican las secuencia: del codón ATG, secuencias histidínicas (6xHis), gen de 
interés, blancos de las enzimas de restricción utilizadas para la clonación, 
secuencia directa y reversa de los oligonucleótidos utilizados y el codón de paro. 
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Análisis por alineamiento de las secuencias de los insertos contenidos en los 

plásmidos de expresión PQT-1, PQT-2 y PQT-3. 

En la figura 26 se muestra el alineamiento hecho en Clustal omega, a la secuencia 

de nucleótidos clonada en la construcción pQT-1, del gen que codifica para la 

adhesina en A. paragallinarum de la cepa 2015, alineado respecto al gen reportado 

en GenBank para A. paragallinarum cepa 2015. La secuencia alineada tiene un 

tamaño de 1,137 pb, y muestra una identidad del 99% (1135/1137), con un E. value 

de 0.0 y no presenta gaps. 

 

Figura 26. Alineamiento de la secuencia de DNA que codifica para la adhesina 
(en la cepa 2015), en la construcción pQT1 vs la secuencia del mismo gen 
reportado en GenBank para A. paragallinarum cepa 2015. 
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En la figura 27 se muestra el alineamiento hecho en Clustal omega, a la secuencia 

de nucleótidos clonada en la construcción pQT-2, del gen que codifica para la 

proteína estructural en A. paragallinarum de la cepa 2015, alineado respecto al gen 

reportado en GenBank para A. paragallinarum cepa 2015. La secuencia alineada 

tiene un tamaño de 997 pb, y muestra una identidad del 99% (996/997), con un E. 

value de 0.0 y no presenta gaps. 

 

Figura 27. Alineamiento de las secuencias de DNA que codifican para la proteína 
estructural (de la cepa 2015), en la construcción pQT2 vs la secuencia reportada 
en GenBank para el mismo gen de A. paragallinarum cepa 2015. 
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En la figura 28 se muestra el alineamiento hecho en Clustal omega, a la secuencia 

de nucleótidos clonada en la construcción pQT-3, del gen que codifica para la 

proteína estructural en A. paragallinarum de la cepa 6, alineado respecto al gen 

reportado en GenBank para A. paragallinarum cepa 2015. La secuencia alineada 

tiene un tamaño de 1038 pb, y muestra una identidad del 100% (1023/1023), con 

un E. value de 0.0 y no presenta gaps. 

 

 

Figura 28. Alineamiento de las secuencias de DNA que codifican para la proteína 
estructural (de la cepa 6), en la construcción pQT3 vs la secuencia reportada en 
GenBank para el gen de A. paragallinarum cepa 2015. 
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De acuerdo con lo observado en los alineamientos se deduce que las 

construcciones pQT-1, pQT-2 y pQT-3 contienen el fragmento del gen de interés y 

que es mínimo el porcentaje de variación, con de identidad mayor a 99% en la 

secuencia. En el caso de pQT-2 la inducción de proteína debería producir una 

proteína similar a la expresada por la cepa silvestre de A. paragallinarum. 

Inducción de proteínas recombinantes 

Considerando los resultados anteriores de las fusiones, se utilizó la construcción 

pQT-2 para realizar la inducción de proteínas. Se realizó una comparación del perfil 

de proteínas expresadas por pQT-2 a diferentes tiempos (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24hrs) 

y se comparó con los controles la cepa M15 y la cepa M15 con el plásmido pQ32. 

 

 

Después de varias repeticiones del protocolo de inducción de proteínas, no se 

observó una expresión aparente de la proteína de interés, por lo que se optó por 

cambiar el medio de cultivo para las inducciones, cambiando así la fuente de 

Figura 29. Inducción de proteínas en cepa M15 control, M15 (pQE-32) y 
construcción pQT2. 
Se muestra el resultado de la inducción de proteínas de la construcción pQT2, 
en medio LB con inductor IPTG a una concentración de 1mM. 
Carril 1: Marcador de peso molecular, 3: M15 h-0, 4: M15 (pQE-32) h-0, Carriles 
5-9 inducción de pQT2; 5: 0-h, 6: 1-h, 7: 2-h, 8: 3-h, 9: 24-h. 
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carbono y nitrógeno para la bacteria. Se compararon 5 diferentes formulaciones de 

medios de cultivo: TB, LB, TSB, BHI y caldo nutritivo. Se obtuvieron dos resultados 

positivos con este cambio, en el medio TSB y caldo nutritivo. La banda observada 

en el perfil de proteínas que es diferente coincide con la proteína esperada para la 

construcción (43 kDa). 

 

 

Utilizando los resultados del uso de los 5 medios de cultivo, se redujo la 

experimentación a 3 medios, dejando a LB como medio de baja o nula expresión y 

TSB y caldo nutritivo como mejores medios para la inducción de la proteína de 43 

kDa. El perfil de proteínas inducidas en LB, TSB y caldo nutritivo se muestra en la 

figura 31, en donde se observa que la expresión no varía tanto. Sin embargo, en el 

caso del medio TSB (carril 3 y 4) se observó una mejor inducción. Esta condición 

se usó para experimentos posteriores. 

Figura 30.  Resultado de la inducción de proteínas de pQT2 con 5 medios de 
cultivo: LB, TSB, TB, BHI y caldo nutritivo. 
Las muestras se analizaron a las 3h después de la inducción. El carril 4 y 10 
muestran un resultado positivo de la inducción de proteínas comparándolos con 
sus carriles control (3 y 9). La flecha azul indica la altura a la que se puede ver 
la banda de proteína inducida. Carril 1: LB pQT2 s/i, 2: LB pQT2 inducido, 3: TSB 
pQT2 s/i, 4: TSB pQT2 inducido, 5: TB pQT2 s/i, 6: TB pQT2 inducido, 7: BHI 
pQT2 s/i, 8: BHI pQT2 inducido, 9: caldo nutritivo pQT2 s/i, 10: caldo nutritivo 
pQT2 inducido. (s/i) sin inducir. 
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Se observó que el inductor IPTG provocaba cambios en la morfología y crecimiento 

del cultivo de M15, presentando un crecimiento lento en caldo de cultivo TSB, Al 

observar al microscopio se apreciaron diferencias entre las células inducidas y no 

inducidas: las inducidas se presentaron en una menor cantidad de células, su 

tamaño fue reducido y tenían menor movilidad, lo cual influye en la disminución del 

contenido de proteínas en perfil electroforético con el inductor, como se puede ver 

en la figura 32. 

 

Figura 31. Inducción de la proteína estructural de pQT2 en tres diferentes 
medios; LB, TSB y caldo nutritivo con inductor IPTG a 1mM. Las muestras se 
analizaron a las 3 horas de la inducción. 
Carril 1: Marcador de peso molecular, 3: LB s/i, 4: LB inducido, 5: TSB s/i, 6: TSB 
inducido, 7: caldo nutritivo s/i, 8: caldo nutritivo inducido. 
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Para aminorar el efecto indeseado del IPTG se cambió el inductor por la lactosa. El 

resultado que se observa en la figura 33, en ésta son indistinguibles los tratamientos 

inducidos de los carentes del inductor. 

Figura 32. Efecto del IPTG sobre la producción de proteínas en pQT2. 
Se muestra el resultado de la inducción de proteínas de 5 colonias con la 
construcción pQT2 usando TBS con el inductor IPTG a 1mM. Se observa una 
reducción en la concentración de proteínas en las muestras inducidas con IPTG. 
Carril 1: pQT2 s/i 2: pQT2 inducido, 3: pQT2 s/i, 4: pQT2 inducido, 5: pQT2 s/i, 
6: pQT2 inducido, 7: pQT2 s/i, 8: pQT2 inducido, 9: pQT2 s/i, 10: pQT2 inducido.  
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Debido a que no fue posible apreciar una banda con mayor intensidad entre las 

proteínas totales de E. coli M15(pQT-2) a consecuencia de la inducción con lactosa 

se siguió el procedimiento de purificación de proteínas por afinidad a la resina de 

sepharosa enriquecida con níquel. En la figura 34 se muestran las proteínas totales 

en un momento previó a la purificación. Y en la figura 35 se observa el gel de 

resultado después de aplicar el procedimiento de purificación de proteínas. 

 

Figura 33. Resultado de la inducción de proteínas en TSB, con lactosa al 2% 
como inductor. 
Carril 1: Marcador de peso molecular, 2: pQT2.4 s/i, 3: pQT2.4 inducido, 4: 
pQT2.5 s/i, 5: pQT2.5 inducido, 6: pQT2.10 s/i, 7: pQT2.10 inducido. 
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Figura 34. Proteínas totales de E. coli M15 (pQT2), después de 5 horas de 
inducción en medio TSB, con 2% de lactosa como inductor. 
Carril 1: Marcador de peso molecular, 3: Megan, 4: Sucky, 5: pQT2-col4, 6: 
pQT2-col5, 7: pQT2-col10. Megan y Sucky son dos clonas que tiene fusiones 
traduccionales de proteínas similares a la clonada en PQT2. 

Figura 35. Resultado de la purificación de proteínas por afinidad a sepharosa-
níquel. 
Purificación en condiciones desnaturalizantes de la proteína obtenida por la 
inducción de la construcción de pQT2, Megan y Sucky. En el gel de 
poliacrilamida se observa la separación electroforética de las proteínas 
contenidas en las muestras obtenidas de los diferentes pasos de la purificación 
por afinidad a sepharosa-niquel de las posibles proteínas fimbriales-F17 
recombinantes. Carril 1: M.P.M, 3: Megan, 4: Sucky, 5: pQT2.4, 6: pQT2.5, 7: 
pQT2.10. 
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En la figura 35 se pueden observar dos bandas, 1 de ellas es la proteína obtenida 

de la construcción Megan, con un peso aproximado de 50 KDa, y otra de más de 25 

KDa en el carril 6, correspondiente a la construcción pQT-2, esta banda es más 

tenue que la banda de 50 kDa.  
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DISCUSIÓN 

La coriza infecciosa es una enfermedad que se ha controlado de una forma 

suficiente por medio de las bacterinas elaboradas con las bacterias que se aíslan 

de los cuadros infecciosos recurrentes. Sin embargo, se ha propuesto que la 

ineficacia de las bacterinas ocurre por variación de antígenos de las bacterias 

infectantes (Blackall, 1999), por lo tanto, la respuesta inmune de las aves 

entrenadas no es efectiva para las nuevas variantes antigénicas. Si bien la 

vacunación con bacterinas es buena en términos prácticos, también deja que 

desear, al desconocer las moléculas que están involucradas en la conservación de 

la respuesta inmune efectiva de las vacunas. 

Como fuentes de variación antigénica tenemos a las proteínas, polisacáridos y 

fracciones lipídicas, sin embargo, la potencia de la respuesta inmune es diferente 

por cada uno de estos componentes químicos ya sea por su antigenicidad, así como 

por su localización sub-celular. Para el caso de este proyecto con A. paragallinarum 

ya se han hecho trabajos sobre la hemaglutinina (Wang et al., 2014) y la cápsula o 

cubiertas celulares (Tu et al., 2014). Sin embargo, estructuralmente existen 

componentes antigénicos de carácter soluble y otros de fácil desprendimiento de 

las células. La bacteria A. paragallinarum no posee flagelos, pero si contiene 

fimbrias que han sido observadas al microscopio y que se han deducido por 

identidad al comparar las secuencias de genes y genomas de A. paragallinarum con 

organismos filogenéticamente relacionados.  

La secuenciación de genomas completos de A. paragallinarum y su ensamble 

computacional ha mostrado que esta bacteria posee más de una copia de 

secuencias relacionadas con fimbrias. La pista para deducir esto, es por medio de 

la conservación de la proteína usher, una chaperona que acompaña a otros genes 

en los operones para la biosíntesis de la Fimbria F17-like. 

Horta Valerdi (2017), mostró que los indicios de las fimbrias F17 se conservaron en 

dos genomas publicados en GenBank. Mientras que Velázquez Valtierra (2017) 

encontró experimentalmente algunas aberraciones en la amplificación de genes 
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relacionados con la fimbria F17, sugiriendo posibles variantes de los genes de las 

fimbrias, esto se ha observado en E. coli por lo que resulta muy novedoso de 

explorarse porque puede ser fuente de variación antigénica y de variación en la 

respuesta patogénica de A. paragallinarum. 

Como la fimbria F17 está compuesta mayoritariamente por la proteína estructural y 

de la adhesina en el extremo distal de la célula, son quizás las proteínas que pueden 

estar rigiendo la colonización del hospedero y con ello los posibles cuadros de 

patogenicidad de la CI. La situación con bacterias que poseen dos operones 

fimbriales es que puede estar ocurriendo variación antigénica frecuente. Incluso en 

una cepa se sugirieron hasta tres operones, considerando los tres operones y las 

posibles variaciones de secuencia en las proteínas estructurales y adhesinas, el 

panorama se ve complicado para generar una vacuna eficaz si no terminamos de 

conocer la importancia de los motivos de secuencia proteica más inmunogénica y 

las secuencias más conservadas en este tipo de proteínas.  

Para el presente trabajo se propuso la clonación de los genes y la expresión de tres 

proteínas relacionadas con las fimbrias F17, con el fin de sobreexpresarlas y 

analizar su capacidad de inducir la respuesta inmune en modelos animales o de ser 

posible evaluar su comportamiento en el hospedero natural de A. paragallinarum. 

Siguiendo la proyección del trabajo se logró la amplificación de secuencias 

homólogas a los genes que potencialmente codifican proteínas estructurales y 

adhesinas, en las cepas 2015 y 6 de A. paragallinarum. Un asunto curioso fue la 

amplificación y clonación consistente de secuencias con tamaños diferentes a los 

esperados por la información de GenBank, lo que nos sugiere la existencia de 

secuencias que no fueron resueltas apropiadamente por el proceso computacional 

empleado en los ensambladores de genomas. Esto es muy relevante para la 

investigación con A. paragallinarum, pues la información de GenBank debe ser 

tomada como referencia de trabajo mas no como información 100% confiable, 

especialmente para secuencias redundantes y que son muy frecuentes en 

bacterias. 
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Las subclonaciones en los vectores de expresión de las secuencias trabajadas en 

este proyecto, ocurrió como se tenía previsto, logrando tener tres posibles 

construcciones para llevar a cabo la inducción de proteínas recombinantes con un 

motivo de 6XHis, útil para la purificación de proteínas por el proceso de afinidad al 

ion metálico níquel. De las tres posibles construcciones se eligió la pQT-2 porque 

aparentemente mantenía la fusión del marco de lectura abierto con las secuencias 

codificantes de las histidinas y así generar una proteína hibrida marcada en el 

extremo amino terminal con las histidinas. 

Podemos afirmar por las pruebas efectuadas a las secuencias obtenidas en el 

laboratorio, y las construcciones intermediarias y las de las fusiones traduccionales, 

que no hubo novedad más allá de la variación de la secuencia propia de A. 

paragallinarum. 

Respecto a la expresión de proteínas inducidas en el laboratorio con construcciones 

que tienen marcos de lectura fusionados, observamos que la riqueza de condiciones 

no mejoró la acumulación de proteínas recombinantes. Lo que fue significativo es 

que se reduce el estrés generado por el inductor en el medio TSA, manteniendo la 

población bacteriana en el mismo nivel que el cultivo carente de inductor y ello lo 

refleja el perfil de proteínas. Si bien fue escasa la cantidad de proteínas que se 

contrasta en los perfiles de proteínas inducidas respecto a las faltantes de inductor, 

se observa que es posible llevar a cabo la inducción de algunas proteínas. Este 

comportamiento debe evaluarse más detalladamente para mejorar la acumulación 

de proteínas de interés biotecnológico. 

En un intento de purificar la proteína recombinante se agregó la resina-níquel al 

extracto de proteínas totales y se observó una unión pobre de proteína. Aquí se 

tienen varias opciones que también están sujetas a mejorase en el futuro inmediato: 

1) La proteína para unirse mejor debe incrementarse en su concentración respecto 

a las proteínas totales para mejorar la nucleación de las proteínas respeto a la 

columna de afinidad. 2) Se tiene que evaluar consistentemente la composición del 

medio pues el medio LB ha sido considerado un buen medio para sustentar el 

desarrollo de las E. coli típicas del laboratorio. 3) Se debe evaluar la validez de la 
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expresión de proteínas recombinantes de A. paragallinarum en E. coli, pues podría 

haber problemas de toxicidad de proteínas similares a las que pueda contener E 

.coli. Se puede utilizar la cepa BL21 de Stratagene. Esto quizás provoque que la 

bacteria se deshaga de las proteínas fastidiosas, por medio de la proteólisis, en 

lugar de llevar a cabo la deposición en cuerpos de inclusión, que serían más 

provechosos para el proyecto, en lugar de la desaparición de proteínas; pues 

existen procedimientos apropiados para la recuperación de proteínas cristalizadas 

en el citoplasma bacteriano. 4) Surge como posibilidad el estudio de péptidos cortos 

de proteínas de A. paragallinarum para conocer el potencial protector de péptidos 

generados en el modelo heterólogo de E. coli. 
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CONCLUSIONES  

Se confirmó por amplificación y secuenciación la presencia de genes que codifican 

potencialmente para proteínas fimbriales (flfA y flfG) en las cepas 2015 y 6 de A. 

paragallinarum. 

La secuencia obtenida de flfA en A. paragallinarum, es similar a la secuencia 

reportada de Gallibacterium anatis, lo cual resalta su potencial uso como antígeno 

contra CI. 

Se obtuvieron tres construcciones para llevar acabo la inducción de proteínas 

fimbriales de A. paragallinarum. 

La expresión de proteínas fimbriales en A. paragallinarum es posible, sin embargo, 

se requiere optimizar el procedimiento y estudiar los factores que están involucrados 

en la expresión para obtener mejores resultados. 
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