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2 

RESUMEN 

 

Gallibacterium anatis y Avibacterium paragallinarum son bacterias patógenas de aves que 

causan enfermedades agudas en el tracto reproductor y respiratorio, y son responsables de la 

disminución en la producción de huevo y carne de aves. Por ser bacterias de reciente estudio sus 

mecanismos de patogenicidad no han sido completamente elucidados (Persson y Bojesen, 2015). 

Algunos de estos factores de virulencia identificados en estas bacterias son: toxinas del tipo RTX, 

cápsula de polisacáridos, metaloproteasas que degradan inmunoglobulina IgG aviar, 

hemaglutininas contra eritrocitos de aves y fimbrias para adherirse a superficies inertes. El presente 

estudio se centró en el estudio genético y molecular de los genes que codifican fimbrias tipo F17 

por su importancia estructural para la adhesión y por su potencial respuesta inmunológica. A partir 

de la información del genoma de la cepa UMN179 de Gallibacterium anatis, que contiene 3 

operones fimbriales, se diseñaron oligonucleótidos específicos para amplificar fragmentos de esos 

genes y usarlos como fuente de expresión de péptidos para purificarlos y posteriormente generar 

anticuerpos en conejo. Los amplificados de PCR se clonaron en el plásmido vector pBluescriptII 

KS (-) y se subclonaron para su expresión en el vector pQE-30 usando como hospedero heterólogo 

a E. coli. Se obtuvieron 4 construcciones que corresponden a secuencias de  G. anatis: 1) Megan 

con un inserto de 493 pb de la cepa ESV 34 codifica para una proteína estructural de 164 a.a; 2) 

Samanta con un inserto de 745 pb de la cepa F149T codifica para una proteína adhesina de 248 a.a; 

3) Tuti con un inserto de 745 pb que codifica para una proteína adhesina de 248 a.a de la cepa 

ESV34 y 4) Zuky con un inserto de 399 pb que codifica para una proteína estructural de 133 a.a. 

perteneciente al operón Flf1de la cepa ESV34. En el caso se secuencias de A. paragallinarum se 

obtuvieron 2 construcciones, ambas con un inserto de 1137 pb correspondientes al gen que codifica 

para la proteína adhesina de 379 a.a de las cepas 6 y 5 del operón Flf. Las secuencias Zuky y 

Samanta se subclonaron en el vector de expresión, para obtener los péptidos respectivos: uno 

estructural de 18.2 kDa de la cepa ESV34 (Megan) y una adhesina de 27.5 kDa la cepa F149T. 

(Samanta). Las proteínas se purificaron por afinidad en columnas con níquel y elución por 

gradiente de imidazol. Las proteínas purificadas se usaron para inmunizar conejos y preparar 

anticuerpos que se evaluaron en experimentos tipo western blot, observando poca actividad 

específica de reconocimiento antígeno anticuerpo en esta etapa preliminar. 
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INTRODUCCION 

Impacto de las enfermedades ocasionadas por Gallibacterium anatis y Avibacterium 

paragallinarum en el sector avícola  

 

La AVEC ASBL (Association of Poultry Processors and Poultry Trade in the European 

Union countries) estima que la producción mundial de carne aumentará un 1.6% y que las aves de 

corral se convertirán en el mayor sector cárnico en 2020 (AVEC ASBL Annual Report , 2014). En 

el sector avícola, las enfermedades infecciosas del sistema respiratorio, representan uno de los 

mayores problemas de sanidad animal con niveles de morbilidad y mortalidad entre 10 y 50 % 

(Leon , 2009), las cuales son producidas por virus y bacterias. Entre los agentes virales destacan 

Paramoxovirus, Coronavirus, Herpesvirus, Metapneumovirus y entre las bacterianas son notorias 

las infecciones por Avibacterium paragallinarum, Ornithobacterium rhinotracheale, Pasteurella 

multocida, Gallibacterium anatis (Machota y Yanes, 2002), Campylobacter spp., Salmonella sp 

(no tifoidea), Escherichia coli O157: H7 y Listeria monocytogenes (Eberle y Kiess, 2012). 

Adicionalmente se sabe que las poblaciones bacterianas en las aves y en sus subproductos varían, 

dependiendo del manejo antes y después de su matanza, lo que es conocido como prácticas de 

higiene en la manipulación de las aves. En los productos comercializados de carne de ave la lista 

de los patógenos reportados es más grande incluyendo; Campylobacter spp., Clostridium 

botulinum, Clostridium perfringens, Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia coli O157: H7, 

Listeria monocytogenes, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Pasteurella 

multocida, Riemerella anatipestifer, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio spp. y 

Yersinia enterocolitica. (Keklik, y Puri, 2010). 

En la mayoría de los casos, G. anatis y A. paragallinarum fueron aisladas de aves comerciales 

enfermas; sin embargo, también se ha reportado su presencia en aves domésticas y silvestres tales 

como pavos, gansos, patos, faisanes, perdices, garzas, etc. (Christensen, et al 2003; Bojesen, et al 

2003). La presencia de estas bacterias ha sido reportada en países de Europa, África, Asia y 

América. 

En aves como el pollo de granja, G. anatis es parte de la microflora normal del tracto respiratorio 

superior y del tracto genital en animales sanos ( Bojesen, et al., 2004) y su asociación con una gama 

de patologías es difícil de hacerse después de la autopsia en ausencia de lesiones, por lo cual no se 

puede relacionar como patógeno responsable de la enfermedad. (Bojesen, et al., 2004; Bisgaard, et 

al, 2005). En otros casos la infección con G. anatis si correlaciona con cuadros patogénicos y la 
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recuperación de cultivos puros de los tejidos afectados. Por tanto, se propone que G. anatis posee 

linajes o cepas virulentas y avirulentas. 

Las cepas virulentas de G. anatis producen gallibacteriosis, una infección sistémica que afecta 

principalmente al tracto reproductivo generando lesiones (Neubauer, et al., 2009) que afectan 

severamente a las gallinas ponedoras, haciendo decaer la producción de huevo (Neubauer, et al., 

2009). 

Los animales con gallibacteriosis presentan los siguientes síntomas: cara hinchada, secreción nasal, 

fiebre, depresión, postración, anorexia, dificultad respiratoria, crestas y barbillas cianóticas, diarrea 

café-verdosa, deshidratación, disminución en la postura (gallinas). En la necropsia se observa 

congestión en senos infraorbitarios con puntos hemorrágicos hasta la tráquea, hepatomegalia 

esplenomegalia, aerosaculitis, peritonitis y en otros casos, hemorragia en miocardio, inflamación 

renal, folículos deformes (gallinas), salpingitis, atrofia ovárica, ruptura folicular (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Signos y lesiones de la infección por Gallibacterium anatis 

Tomado de Mendoza, et al., 2015. Bioservice SRL, p.3 
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La bacteria A. paragallinarum infecta el tracto respiratorio superior de las aves produciendo la 

enfermedad conocida como coriza infecciosa (CI), ésta es una enfermedad respiratoria aguda. El 

síndrome clínico de la CI incluye: inflamación edematosa de la cara, alrededor de los ojos y la 

barbilla; descarga nasal, senos paranasales inflamados (Figura 2); disminución de consumo de agua 

y alimento, diarrea verde por sobreinfección (Blackall, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Coriza Infecciosa (CI) se puede clasificar en dos tipos: 

a) Coriza infecciosa clásica que afecta únicamente el tracto respiratorio superior de los pollos 

causando sinusitis y conjuntivitis. Este tipo de CI se caracteriza por ser una enfermedad aguda de 

curso corto que abarca aproximadamente dos semanas y tiene curación espontánea (Terzolo, 2000) 

 

b) Coriza infecciosa complicada en la que A. paragallinarum se asocia con otros microorganismos 

como Escherichia coli, Pasteurella gallinarum, Mycoplasma gallisepticum, Ornithobacterium 

rhinotracheale, Mannheimia haemolytica, Mannheimia synoviae, Pasteurella multocida, 

Salmonella enterica y algunos virus. En estos casos, el curso de la enfermedad se agrava y los 

pollos pueden presentar neumonía, aerosaculitis, septicemia y artritis (Blackall, 1999). Además, se 

prolonga el curso de la enfermedad por lo que puede llegar a tener una duración de siete semanas. 

La CI complicada no se cura fácilmente y suelen quedar secuelas diversas, por lo que es común en 

el ámbito industrial el sacrificio de un número importante de aves, para erradicar esta enfermedad. 

Figura 2. Ave que presenta signos clínicos de Coriza Infecciosa (CI) 

Tomado de la base de datos de PoultryMed Home (http://www.poultrymed.com/Poultrymed/Templates/showpage.asp) 

http://www.poultrymed.com/
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El resultado epidemiológico depende en gran medida de la cepa (Bojesen, et al., 2008). Aunque se 

han observado factores ambientales y del huésped que favorecen la infección de G. anatis y A. 

paragallinarum. Algunos de los factores que influyen en el huésped son los cambios hormonales 

(Gerlach, 1977), la edad (Bisgaard, 1977), el estrés (Rzewuska, et al., 2007), el estado 

inmunológico comprometido (Bojesen, et al., 2004) y de factores ambientales como la variación 

estacional de la temperatura. 

Ambas enfermedades están relacionadas con pérdidas económicas en el sector avícola, con un gran 

impacto a nivel mundial, debido a que hay una mortalidad elevada en pollos de engorde y una 

disminución en la producción de huevo, perdidas que llegan a ser hasta del 60% (Christensen, et 

al., 2003). 

 

 

Características taxonómicas de G. anatis y A. paragallinarum 

 

Las bacterias de las especies G. anatis y A. paragallinarum son Gram negativas, pertenecen 

al phylum, Proteobacteria; Clase, Gammaproteobacteria; Familia, Pasteurellaceae; Géneros, 

Gallibacterium y Avibacterium respectivamente. 

 

G. anatis es una bacteria descrita como no móvil, en forma de bacilo o pleomórficas, se encuentran 

aisladas o en pares, las colonias en agar sangre son lisas, grises, opacas, circulares elevadas de 1-

2mm de diámetro después de 48 horas de incubación a 37ºC; no forman endoesporas; su 

crecimiento es mesofílico y anaerobio facultativo (Christensen, et al 2003). Fue clasificada en la 

familia Pasteurellaceae por Pohl (Bisgaard, et al., 2009; Christensen, et al., 2003). Gallibacterium 

anatis tiene dos biovares (Fig. 3), uno es el hemolítico y otro no hemolítico o anatis (Christensen, 

et al., 2003).  
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Las cepas de G. anatis son positivas a las pruebas de catalasa, oxidasa, fosfatasa, B-galactosidasa 

y paranitrofenil-B-galactosido, reducen los nitratos. Forman ácido sin producción de gas a partir 

de glicerol, (-) D-ribosa, (+) D-xilosa, (-) D-manitol, (-) D-fructosa, (+) D-galactosa, (+) D-glucosa, 

manosa, sacarosa y rafinosa. Son negativas para las pruebas de crecimiento simbiótico, citrato de 

Simmons malonato, H2S/Hierro triple azúcar, crecimiento en presencia de KCN, Voges-Proskauer 

a 37 °C y ureasa, no producen pigmentos, se han observado variaciones en la reacción de rojo de 

metilo a 37 oC, crecimiento en Agar MacConkey y en la producción de ácido a partir de (+) L-

arabinosa, (-) D-arabinosa, m-inositol, (-) D-sorbitol, (-) L- fucosa, lactosa, maltosa, trehalosa y 

dextrinosa (Christensen, et al., 2003). 

 

A. paragallinarum es una bacteria no esporulada, presenta morfología cocobacilar con tendencia a 

la formación de cadenas cortas y algunos filamentos. En cultivos en caldo, es frecuente observar 

formas degradadas que aparecen como si fueran manchas de colorantes (Terzolo, 2000). 

Son bacterias de 1 a 3 µm de largo y de 0.4 a 0.8 µm de ancho, pueden aparecer individualmente, 

en pares, o como cadenas cortas, con una tendencia a la formación de filamentos (Blackall, 1999). 

Las colonias en gelosa sangre tienen forma de gotas diminutas de 0.3 mm a 1 mm de diámetro, A. 

paragallinarum ha sido clasificada en tres serogrupos: A, B y C con nueve serovariedades de 

acuerdo al esquema de Page, distribuidas de la siguiente manera: A-1, A-2, A-3, A-4; B-1; C-1, C-

Figura 3. Biovares de Gallibacterium anatis 

A) Biovar hemolítico B) Biovar no hemolítico, anatis 

Tomado de Persson G, Bojesen M, Veterinary Research. 2015. 46:57 p2 

 

A) B) 
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2, C-3 y C-4 (Kume, et al.,83). Algunas serovariedades tienen una distribución amplia en el mundo, 

mientras que otras estan limitadas a ciertas áreas geográficas. 

En muchas especies bacterianas la síntesis de dinucleótido de adenina y nicotinamida (NAD, por 

sus siglas en inglés, nicotinamide adenine dinucleotide; factor V) ocurre inicialmente a partir del 

ácido quinolínico o por la vía del ácido nicotínico (Foster y Moat, 1980). Algunos miembros de la 

familia Pasteurellaceae, no tienen estas vías de biosíntesis de NAD y deben obtenerlo directamente 

del medio o a partir de precursores, como es el caso de A. paragallinarum. Sin embargo, desde 

1989 se identificaron aislamientos de A. paragallinarum que crecen en ausencia de NAD (Horner, 

et al., 2007); con base en el requerimiento de este factor de crecimiento (V), actualmente se 

reconocen dos biovariedades: 1) dependiente de NAD y 2) la independiente de NAD. (Fig. 4). A 

la fecha, se han identificado aislamientos de la biovariedad independiente de NAD en Sudáfrica 

(Horner, et al., 2007) y México (García , et al, 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Biovares de Avibacterium paragallinarum. 

A). Cultivo de Avibacterium paragallinarum en base de agar con 10% de sangre de ovino con colonia nodriza de 

Staphylococcus epidermidis. Colonias dependientes de NAD 

B). Cultivo en placa sin sangre, ni colonia nodriza o NAD, Colonias independientes de NAD. 

Tomado de Soriano, et al., Vet. Méx. 2013 57:62 p60 

A) B) 
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Características del cultivo de G. anatis y A. paragallinarum 

 

G. anatis se cultiva en agar gelosa sangre con atmósfera de CO2, donde pueden distinguirse 

los biovares hemolíticos de los no hemolíticos. Las colonias en este agar son lisas, grises, opacas, 

circulares, elevadas de 1-2 mm de diámetro. En medio líquido se cultiva en BHI (Brain Heart 

Infusion). La temperatura de incubación es de 37 °C por tener un comportamiento mesofílico.  

Para el cultivo de A. paragallinarum, se emplea gelosa sangre colocando una estría nodriza de 

Staphylococcus epidermidis como productor de NAD (Blackall, 1999). Las colonias tienen forma 

de gotas diminutas de 0.3 mm a 1 mm de diámetro muy cercanas a la colonia nodriza, crecimiento 

llamado “fenómeno de satelitismo”. En medio líquido se utiliza BHI, suplementado con NAD, 

suero de pollo (1 %) o suero de caballo (5 %), porque es requerido para el crecimiento de algunas 

cepas. (Blackall, 1999). A. paragallinarum crece comúnmente en una atmósfera de 5 % de CO2; 

sin embargo, éste no es un requisito esencial. Las temperaturas mínima y máxima de crecimiento 

son 25 y 40 °C, respectivamente, aunque la óptima es 37 °C (Blackall, 1999). 

 

 

Factores de virulencia de G. anatis y A. paragallinarum 

 

Se considera que un microorganismo patógeno posee la capacidad de producir daño o 

enfermedad en un organismo hospedero susceptible, en algún nivel, siendo la muerte el mayor de 

estos (medida de patogenicidad). El concepto “virulencia” es una medida cuantitativa de la 

patogenicidad, la cual se puede medir por el número de células del microorganismo patógeno, que 

es necesario para causar una enfermedad (Kristensen, et al., 2011). Los mecanismos de 

patogenicidad están mediados por factores de virulencia, los cuales les permiten a los 

microorganismos invadir el ambiente del hospedero, expresar estructuras externas o receptores 

superficiales especializados para su adhesión, (Meylan, et al., 2006), permanecer en estos sitios a 

través de procesos de colonización, evadir al sistema inmune (Diacovich y Gorvel, 2010) y 

finalmente causar daño tisular, con el fin de tener acceso a nuevos nichos y fuentes de nutrientes, 

necesarios para continuar su crecimiento y reproducción.  

 

 

 

 



 

10 

Factores de virulencia de A. paragallinarum: i) Hemaglutininas. Los antígenos hemaglutinantes, 

o hemaglutininas, son estructuras relacionadas principalmente con la antigenicidad, patogenicidad 

e inmunogenicidad de A. paragallinarum, ya que dan la capacidad de adherirse a las células que 

tapizan al tracto respiratorio (Terzolo, 2000), esto se debe a que los eritrocitos y las células del 

epitelio respiratorio en las aves reconocen antígenos comunes. La mayoría de las cepas de A. 

paragallinarum aisladas de aves tienen la capacidad de aglutinar eritrocitos de pollo debido a las 

hemaglutininas, este antígeno no siempre es detectado con facilidad, ya que algunas cepas lo tienen 

oculto por antígenos capsulares superficiales que impiden su detección (Terzolo, 2000). (ii) 

Cápsula. Es una capa envolvente externa, “rígida, organizada como matriz polimérica 

impermeable”, ubicada sobre la pared celular, su función es como adherente a las células 

hospederas, y protectora de las bacterias porque evita la desecación y la fagocitosis; las cepas de 

A. paragallinarum que carecen de esta estructura son avirulentas. (Sawata y Kume, 1983) (iii) 

Lipopolisacáridos. El lipopolisacárido (LPS) o endotoxina es el mayor componente de la 

membrana externa de las bacterias Gram negativas, desempeñan una función importante en la 

activación del sistema inmune al constituir el antígeno superficial más importante en estas 

bacterias. El LPS está compuesto por una región lipídica y una glicosídica con funciones separadas 

y/o sinérgicas lo que hace de esta molécula uno de los factores de virulencia más complejos de 

comprender (Hurtado y Iregui, 2010), entre otras funciones participa en la adhesión de las bacterias 

a las células epiteliales. Este componente ha sido poco estudiado en A. paragallinarum, pero se 

sabe que le permite colonizar y producir la enfermedad (Iritani, et al., 1980). (iv) Proteínas de 

membrana externa (OMPs), algunas tienen capacidad inmunogénica (Iritani , et al., 1980), y 

algunas otras son transportadores específicos de iones importantes, como el hierro (Larios, 2007). 

(vi) Proteasas. A. paragallinarum produce varios antígenos secretados como las proteasas, 

enzimas degradantes que hacen la hidrólisis parcial o total de las proteínas; rompen los enlaces 

peptídicos liberando péptidos y aminoácidos para su desarrollo, o iones de reservas complejas 

como el hierro. Por su amplia actividad enzimática destruyen componentes tisulares para facilitar 

la invasión de órganos y/o tejidos, y contribuyen a que las bacterias evadan la respuesta inmune 

(Rivero, et al 2005). (vii) Vesículas de membrana. Las micro-vesículas de membrana externa 

(OMV) que libera al medio (Rocha, et al 2006), pueden contener diversos factores de virulencia 

como la probable toxina RTX y proteínas inmunogénicas. 

Factores de virulencia de G. anatis: (i) Vesículas de membrana externa (OMV), estas estructuras 

se han observado en condiciones in vitro y pueden contener proteínas, toxinas o DNA (Persson y 

Bojesen, 2015). (ii) Cápsula, algunas cepas tienen una estructura compuesta de polisacáridos 
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extracelulares que tiene propiedades de virulencia como Pasteurella multocida (Boyce y Adler, 

2000). La cápsula es una estructura que se ha reportado en patógenos para la evasión de la respuesta 

inmune (Willis y Whitfield, 2013). (iii) Metaloproteasas, que degradan la inmunoglobulina de 

aves, (iv) Hemaglutininas, algunas cepas de G. anatis son capaces de aglutinar eritrocitos aviares 

mediante la expresión de una probable hemaglutinina de 65 kDa (Montes, et al 2016). (v) Toxinas 

RTX, estas se producen por muchos miembros de la familia Pasteurellaceae y son responsables 

de sus propiedades hemolíticas o leucotóxicas (Frey y Kuhnert, 2002). Gallibacterium biovar 

hemolítica produce una hemolisina conocida como GtxA (toxina-RTX), la cual induce un fuerte 

efecto leucotóxico en los macrófagos aviares y es uno de los factores de virulencia más importantes 

de G. anatis (Kristensen, et al., 2009; Kristensen, et al., 2011). (vi) Adhesinas fimbriales, G. 

anatis se adhiere a células del epitelio en pollo (Salgado, et al., 2012) y se ha reportado la 

producción de varias adhesinas fimbriales (Johnson, et al., 2013). A nivel genético en G. anatis se 

han identificado varios grupos de genes (5 operones) que participan en la biogénesis de fimbrias, 

las cuales están filogenéticamente relacionadas con las de familia F17; en diferentes aislados se 

han hallado de 1-3 operones de este tipo (Kudirkiene, et al., 2014).  

 

 

Fimbrias de tipo F17 

 

La familia de las fimbrias F17, anteriormente conocida como FY o Att25 (Lintermans, et 

al., 1988; Lintermans, et al., 1988), comprende muchas variantes tales como las fimbrias F17, G, 

K99 y 20K, que son producidas por varios patotipos de E. coli, incluyendo ExPEC humana, E. coli 

enterotoxigénica animal (ETEC) y cepas de E. coli patógenas de aves (APEC) (Samadder, et al., 

2009; Stordeur, et al 2002). Para todas estas cepas se propone que las fimbrias están mediando la 

adhesión bacteriana a los receptores de glicoproteína en la mucosa (Le Bouguénec y Bbertin, 1999). 

Los estudios realizados con las fimbrias F17 han demostrado que estas tienen adhesinas específicas 

que se unen a ciertos receptores celulares, que están en la superficie y que contienen N-acetil-D-

glucosamina (Glc-NAc) (Klausen, et al., 2003; Le Baouguénec y Bbertin, 1999), siendo las 

subunidades estructurales de las fimbrias un soporte para mantener expuestas a las adhesinas en el 

exterior de la bacteria a. En la Figura 5 se esquematizan los elementos proteicos que integran a las 

fimbrias F17. 
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La formación de las fimbrias F17 requiere de la expresión de un clúster de cuatro genes 

(Lintermans, et al., 1991). (Figura 6) que comprende un gen que codifica una proteína chaperona, 

una proteína Usher, una proteína de adhesión y varias proteínas de la subunidad estructural 

designada como flfD, flfC, flfG y flfA, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Representación de los elementos proteicos de una fimbria F17. 

 
Tomado de Soriano, et al., Vet. Méx. 2013 57:62 p60 

Figura 6. Arreglo genético del operón que codifica para fimbrias 

F17. 

Tomado de Morgan, et al., Veterinary Research 2014, 45:76 p.8 
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El ensamblaje de las fimbrias F17 (Figura 7) ocurre por la vía de Chaperona/Usher (Wurpel, et al., 

2013), donde dos proteínas, la proteína chaperona y la proteína Usher, facilitan el plegamiento, el 

ensamblaje y la secreción de la proteína de la subunidad estructural, que forman el tallo de las 

fimbrias 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recientemente se han identificado varios operones necesarios para la biosíntesis de fimbrias en 

Gallibacterium anatis UMN179, y en estos el gen reportado con más frecuencia es el que codifica 

para una subunidad fimbrial de 20.5 kDa designada FlfA (GenBank No de acceso JX855927). Esta 

proteína tiene similitud de secuencia con el precursor de la proteína fimbrial F17 identificada en la 

cepa 536 de Escherichia coli patogénica extraintestinal (ExPEC) (Dobrindt, et al., 2002). 

 

 

Figura 7. Dibujo esquemático del ensamble de fimbrias F17 por la 

vía de chaperona/usher. 

Tomado de Sean-Paul N, et al., Microbiology and Molecular Biology 

Reviews 2007, 551–575 p. 2 
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Estrategias de protección inmunológica contra G. anatis y A. paragallinarum 

 

En la práctica, la utilización de bacterinas contra Coriza Infecciosa no siempre induce 

protección, ya que suelen presentarse brotes de la enfermedad tras su aplicación y han mostrado 

frecuentemente que sólo confieren protección contra un serovar específico presente en la vacuna 

(Blackall y Soriano 2008). Sin embargo, es conocido que las aves que se han recuperado de una 

infección natural, adquieren inmunidad no solo contra la serovariedad que ocasionó la infección, 

sino también contra algunas de las otras nueve serovariedades de Page (Blackall, et al.,1990). En 

otras palabras, la infección natural puede producir protección cruzada entre las distintas 

serovariedades (Laboratorios Sanfer, 2005). También se tiene el conocimiento de que las cepas 

aisladas de campo de G. anatis se caracterizan por una alta diversidad antigénica, así como 

presentar resistencia a antibióticos (Bojesen, et al., 2011), lo que dificulta la elección del 

tratamiento. Sin embargo, gracias al avance de los estudios genómicos en G. anatis, se han 

identificado antígenos conservados en cepas de G. anatis, que incluyen una serie de inmunógenos 

potencialmente útiles para controlar las infecciones de G. anatis (Bager, et al 2014). En trabajos 

recientes de evaluación inmunológica y desafío en aves, se han evaluado antígenos que incluyen 

proteínas recombinantes o porciones de estas, así como la fracción N-terminal de la proteína GtxA, 

la toxina citolítica RTX, la proteína estructural FlfA subunidad de fimbria F17 (Pors, et al., 2013), 

en donde se observó que estos antígenos indujeron un aumento de anticuerpos específicos contra 

la proteína administradas, así como una respuesta inmune protectora parcial. Estos resultados son 

muy prometedores para la generación de nuevas vacunas para el control de la gallibacteriosis. 
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JUSTIFICACIÓN 
 

Los microorganismos Gallibacterium. anatis y Avibacterium paragallinarum son 

patógenos responsables de ocasionar pérdidas económicas significativas en el sector industrial 

avícola. Estas bacterias, poseen factores de virulencia, resistencia a antibióticos y alta diversidad 

antigénica. Por esta última característica, las vacunas existentes no brindan una protección extensa 

contra las enfermedades generadas por estos microorganismos, y hace de suma importancia 

conocer la combinación de los factores de virulencia, la composición genética por cepa y la 

dinámica de la población de estas bacterias, para el desarrollo y puesta en marcha de nuevas 

estrategias que prevengan eficazmente las infecciones causadas por G. anatis y A. paragallinarum. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Analizar a nivel genético la composición y organización de las secuencias que codifican 

para la expresión de las proteínas de fimbrias F17 en cepas de Gallibacterium anatis y 

Avibacterium paragallinarum e iniciar la evaluación de la respuesta inmunológica cruzada 

producida por estas fimbrias 

Objetivos Particulares 

1) Realizar la búsqueda y comparación bioinformática de las secuencias genéticas que 

codifican para proteínas de fimbrias F17 en Avibacterium paragallinarum y Gallibacterium 

anatis. 

2) Determinar mediante PCR la presencia de los genes que codifican para proteínas de 

fimbrias F17en cepas aisladas de campo. 

3) Clonar genes que formen parte del operón que codifica para proteínas de fimbrias F17 de 

Avibacterium paragallinarum y Gallibacterium anatis en E. coli 

4) Expresar algunas proteínas de fimbrias F17 de Avibacterium paragallinarum y 

Gallibacterium anatis en E. coli 

5) Realizar inmunizaciones en ratones con las proteínas recombinantes para obtener 

anticuerpos policlonales. 

6) Detectar las proteínas recombinantes tipo F17 por Western blot  
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ESQUEMA DE TRABAJO 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de Trabajo  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Microorganismos y plásmidos empleados en esta investigación. 

 

Las cepas de Gallibacterium anatis y Avibacterium paragallinarum utilizadas en este 

trabajo se indican en las Tablas 1 y 2. Se utilizaron 2 cepas de E. coli (Tabla 3) y los plásmidos 

utilizados para clonación y expresión de proteínas se muestran en la Tabla 4. 

 

 

Tabla 1. Cepas de Gallibacterium anatis utilizadas en este trabajo 

 

 

 

 
Tabla 2. Cepas de Avibacterium paragallinarum utilizadas en este trabajo. 

 

Cepas 

Gallibacterium 

anatis 

Origen Biovar 

ESV34 Aislado de campo  Hemolítica 

F149T Cepa d referencia anatis 

12656-12 Cepa de referencia Hemolítica 

ESV1 Aislado de campo  Hemolítica 

ESV2 Aislado de campo  Hemolítica 

ESV3 Aislado de campo  Hemolítica 

Gene2 ESV6 Aislado de campo  anatis 

ESV 200 Aislado de campo  Hemolítica 

ESV 199 Aislado de campo  Hemolítica 

Cepas Avibacterium 

paragallinarum 

Origen Biovar 

CL Aislado de campo  NAD dependiente 

CT Aislado de campo  NAD dependiente 

5 Aislado de campo  NAD dependiente 

6 Aislado de campo  NAD dependiente 
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Tabla 3. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo. 

 

 

 
Tabla 4. Plásmidos utilizados en este trabajo. 

Plásmido  Origen  Características 
pBluescriptII KS (-) Stratagene ColE1, LacZ+, Ampr, 2958 pb. 

pQE-30 Qiagen N-terminal tag, 6xHis tag, Ampr, 

3461 pb 

   
 

 

 

 

Estrategia de amplificación y clonación de genes que codifican para proteínas de fimbrias 

F17 de G. anatis y A. paragallinarum. 

 

A partir del genoma de Gallibacterium anatis UMN179 (acceso No. CP002667) en el cual 

se han reportado la presencia de 3 operones fimbriales del tipo F17 que corresponden a los operones 

flf [(866581-873601 nt) y (809-812Tag)], flf1[(802183-810155 nt) y (750-753Tag)] y flf3 

[(294622-301915nt) y (295-292Tag)]. Cada operón ubicado en la región del genoma de G. anatis 

UMN179 señalada anteriormente, cuenta con cuatro genes necesarios para la biosíntesis de 

fimbrias F17; una proteína estructural, proteína chaperona, Usher y adhesina (Figura 9.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa Origen Características 

Escherichia coli DH5α Invitrogen F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 

gyrA96 deoR nupG purB20 

φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(rK–mK+), λ– 

Escherichia coli M15 Qiagen F-, Φ80ΔlacM15, lac-, recA+, Kmr 
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Utilizando la aplicación PrimerSelect del programa Lasergene® DNASTAR, Inc., Madison 

WI, USA, se diseñaron 9 pares de oligonucleótidos para amplificar fragmentos de los tres operones 

que corresponden a las secuencias de los genes de la proteína estructural, de la proteína Usher y 

proteína adhesina (figura 9). En el diseño de los iniciadores se introdujeron secuencias de 

reconocimiento para enzimas de restricción KpnI, HindIII, BamHI y se añadieron algunas bases 

más en el extremo para facilitar la labor de las enzimas (Tabla 5).  

Los genes que codifican para proteínas de fimbrias F17 fueron amplificados por PCR con enzima 

polimerasa de alta fidelidad Pfx (Invitrogene®), usando DNA genómico de los aislados de campo 

de G. anatis y A. paragallinarum como DNA molde, con los oligonucleótidos que se muestran en 

la tabla 5 y 6. Los productos de amplificación fueron clonados en la cepa de E. coli DH5α (Tabla 

3) químicamente competente y empleando el vector de clonación pBluescriptII KS (-) (Figura 10) 

(Tabla 4) en el sitio EcoRV. Se seleccionaron las clonas recombinantes, las cuales fueron 

verificadas mediante PCR y secuenciación. 

 

 

Figura 9. Esquema que muestra el arreglo genético de los operones fimbriales en la cepa de 

G. anatis UMN 179. 

Los recuadros rojos indican la nomenclatura de los pares de oligonucleótidos utilizados para 

la amplificación de los fragmentos de genes. 

Azul=gen que codifica para la proteína estructural FimA, Amarillo=gen que codifica para la 

proteína chaperona FimC, Gris= gen que codifica para la proteína Usher FimD, Rojo= gen 

que codifica para la proteína adhesina FimH. 
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Los fragmentos de los genes que codifican para proteína estructural y adhesina de las cepas 

de G. anatis fueron subclonados en el vector de expresión pQE-30 en los sitios KpnI/HindIII y 

BamHI/HindIII (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Mapa de vector pBluescriptII KS- (Agilent Technologies, 

California, EU). Donde se observa el MCS y el sitio EcoRV donde fueron 

clonados los fragmentos de genes que codifican para proteínas de fimbrias 

F17. 

Figura 11. Mapa de vector pQE-30 (addgene, Suite, Sidney). Donde se 

observa el MCS y los sitios de restricción donde fueron subclonadas los 

fragmentos de genes que codifican para proteína estructural y adhesina. 
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En el caso de A. paragallinarum, el esquema de los operones fimbriales fue construido 

usando secuencias reportadas por Horta y col. (2015). A partir de la secuencia genómica de A. 

paragallinarum cepa CL, las secuencias fueron alineadas con respecto a las secuencias de los genes 

descritos en la cepa de G. anatis UMN179. Las secuencias de A. paragallinarum mostraron 

similitud a las secuencias descritas en G. anatis UMN179, en base a esta información se construyó 

el siguiente esquema (Figura 12), donde se observa la organización de los operones fimbriales en 

la cepa CL de A. paragallinarum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema que muestra el arreglo genético de los operones fimbriales en A. paragallinarum 

cepa CL.  

Los recuadros rojos indican la nomenclatura de los pares de oligonucleótidos utilizados para la 

amplificación de los genes. 

Azul=gen que codifica para la proteína estructural FimA, Amarillo=gen que codifica para la proteína 

chaperona FimC, Gris= gen que codifica para la proteína Usher FimD, Rojo= gen que codifica para la 

proteína adhesina FimH. 
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Para el caso de las amplificaciones por PCR en el genoma de A. paragallinarum, en el 

laboratorio de Microbiología Molecular y Celular CIMC-ICUAP, ya se contaba con los 

oligonucleótidos diseñados previamente (Tabla 6).  

 

 

 
Tabla 5. Oligonucleótidos diseñados para la detección de los genes que codifican para proteínas de fimbrias F17 en 

el genoma de las cepas de Gallibacterium anatis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GEN Operón 

Fimbrial 

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA 

Proteína 

Estructural 

flf3 F17MNZF809 

F17MNZR809 

 

TAC ATT GGT ACC GCC CAA CAC GGC ACT ATT 

TAC ATT AAG CTT CTT TAA CAG CAC CAG CAG T 

 

Usher flf3 F17MNZF811 

F17MNZR811 

 

TAC ATT GGT ACC TTT TTA TAC GGC AGT GAA GC 

TAC ATT AAG CTT CCG TCT TCT TGT TCT GGT AA 
 

Adhesina flf3 F17MNZF812 

F17MNZR812 

 

TAC ATT GGT ACC TTT GAA GGG ATA GAT GTT GGA GGA C 

TAC ATT AAG CTT GTA GCG TGC CTG TAT TTG ATG GAG 

 

    

Proteína 

Estructural 

flf1 F17MNYF809 

F17MNYR809 

 

TAC ATT GGA TCC GCT GCA GAT AAT TCA AAA GA 
 

TAC ATT AAG CTT AAG TTT GTT ATT GGA GGT AGT GA 

 

Usher flf1 F17MNYF811 

F17MNYR811 

 

TAC ATT GGA TCC AGC GTA GAA GCC GTT GAA 

TAC ATT AAG CTT GTA CCT AAT GGC GGC ACA C 

 
 

Adhesina flf1 F17MNYF812 

F17MNYR812 

 

TAC ATT GGA TCC CAA TAT CAA GCT ACA CCT AAT CC 
TAC ATT AAG CTT TTT AAT TCG AGA GGG TGG TC 

 

    

Proteína 

Estructural 

flf F17MNXF809 

F17MNXR809 

 

TAC ATT GGA TCC GCC GAC CAA ACA AAC TCA G 

TAC ATT GTC GAC TGC GAT GGT ATA ATT CACTGTAGA 
 

Usher flf F17MNXF811 

F17MNXR811 

 

TAC ATT GGA TCC TAT GTA GAG TTT GAC GCT GAT TT 
TAC ATT GTC GAC TGG TGG CAA CTC TTT TTC ATC 

 

Adhesina Flf F17MNXF812 

F17MNXR812 

 

TAC ATT GGA TCC ACG GTT CCC CTT AGT GGT GT 

TAC ATT GTC GAC CTA TAA ATT AAA GGC TTG TCA TCC  
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Tabla 6. Oligonucleótidos diseñados para la detección de los genes que codifican para proteínas de fimbrias F17 en 

el genoma de las cepas de Avibacterium paragallinarum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de expresión de proteínas recombinantes. 

 

Para sobreexpresar las proteínas estructural y adhesina se hizo la subclonación de los genes 

correspondientes en el vector pQE-30, empleando a E. coli M15 como cepa receptora. En un gel 

de poliacrilamida se analizó el perfil de proteínas tras la inducción con IPTG a cultivos con un 

crecimiento celular de una D. O 600nm de 0.6 de absorbancia. Se realizó una cinética de inducción 

para cada cultivo y se determinó el tiempo óptimo de inducción, los extractos que contenían 

proteína inducida fueron usados para purificación por afinidad en una columna de resina de 

sefarosa cargada con níquel (Ni2+).  

Las proteínas recombinantes fueron purificadas por gradiente de imidazol y en condiciones 

desnaturalizantes, utilizando buffer de unión (fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 10 

mM pH 8); buffer de lavado (fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 50 mM ajustado a 

pH 6.3) y buffer de elución desnaturalizante (fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 250 

mM ajustado a pH 4.5), los tres buffers contenían urea 8 M como agente desnaturalizante.  

GEN Operón 

Fimbrial 

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA 

Proteína 

Estructural 

flf3 F17VIIpUf 

F17VIIpUr 

 

TTG AGT GGT AGG GTT CCT TT 

TCA ATG ATA ATA AAT ATT AT 
 

Usher flf3 F17VIIUf 
F17VIIUr 

 

ATG ATT AAA CCG CAC TTA CA 
TCA ATA AAA TTG GCA TTG AA 

 

Adhesina flf3 F17VIIAf 

F17VIIAr 
 

ATG CTT AAA AAA TTT CTT TT 

CTT AAT TTA AGG TGA GAT TG 
 

    

Proteína 

Estructural 

flf1 F17VpUf 

F17VpUr 

 

CTA CAT TTT TAT CCG ACT TT 

 

TTA CTG TAG TGG GCT CGT CC 

 

Usher flf1   

Adhesina flf1 F17VAf 

F17VAr 

 

ATG AAA AAG CAA ATA ATA TT 

CTA TAA ATA ATT TTT TTT CT 

 

    

Proteína 

Estructural 

flf F17IVpUf 
F17IVpUr 

 

TTG AAA TTT TTT TCA CCA TC 
TCA GTT TTT TAA ATC TAA CA 

 

Usher flf F17IVUf 
F17IVUr 

 

TTGACGGATAAGCCTAAAGC 
TTA ATA AAA CTG GCA TTG TA 

 

Adhesina flf F17IVAf 
F17IVAr 

 

ATG AAA GGG AAA ATA ATT CA 
TCA ATC ATA ATA AAT ATT GT 
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Las proteínas recombinantes purificadas por gradiente de imidazol y en condiciones 

desnaturalizantes fueron dializadas contra PBS pH 7.4. Los sacos de diálisis empleados fueron de 

membrana tubular de celulosa regenerada que tienen un tamaño de poro de 28 µm y un tamaño de 

corte de peso molecular (MWCO) de 6000 a 8000 kDa, la proteína se concentró directamente en 

los sacos de diálisis por medio de deshidratación con sacarosa comercial, para finalizar las muestras 

se colectaron en fracciones de 0.5 ml y se almacenaron a -20 °C para su análisis en SDS-PAGE. 

 

 

Inmunodetección de proteínas recombinantes 

 

Las proteínas fueron transferidas electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa, 

dónde quedaron inmovilizadas para revelarlas con ayuda de anticuerpos. La detección de las 

proteínas recombinantes estructural y adhesina fue realizada de manera indirecta, haciendo uso de 

un anticuerpo primario obtenido por la inmunización subcutánea de conejos con estas proteínas. 

Los conejos fueron proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, 

las condiciones de cuidado y uso de los animales fueron de acuerdo a lo establecido en la NOM-

062- 00-1999. Los conejos fueron inoculados cuatro veces con la siguiente temporalidad, después 

de la primera inmunización hubo tres refuerzos, cada dos semanas. El reconocimiento de los 

anticuerpos policlonales se realizó utilizando un anticuerpo Anti-IgG de conejo (anticuerpo 

secundario) acoplado a fosfatasa alcalina (A4312. SIGMA-ALDRICH, Misuri, EU). El ensayo de 

western blot fue llevado a cabo de acuerdo a lo establecido por Sambrook, et al.,1989. 
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RESULTADOS 
 

 

Estudio bioinformático de genes que codifican para fimbrias en Avibacterium 

paragallinarum y Gallibacterium anatis 

 

Para G. anatis y A. paragallinarum se sugiere que el genoma contiene tres operones que 

codifican proteínas putativas de fimbrias F17, aunque sólo se hizo la búsqueda de los operones que 

están anotados en la base de datos del genoma de la cepa UMN179 de G. anatis haciendo el 

seguimiento de la proteína Usher. Las secuencias de los genes que codifican para fimbrias F17, 

muestran diferentes porcentajes de identidad observando un 32.602% de identidad para los tres 

genes que codifican para proteínas estructurales, 48.913% de identidad para los tres genes que 

codifican para proteínas chaperonas, 50.972% de identidad para los tres genes que codifican para 

proteínas usher y 17.949% de identidad para los tres genes que codifica para proteínas adhesinas. 

Siendo los genes que codifican para proteína usher los más conservados no solo en G. anatis 

UMN179, sino también en otros microorganismos  

Considerando regiones únicas para cada gen se diseñaron juegos de primers para amplificar 

porciones de los genes que codifican para proteínas de fimbrias F17 y continuar con la 

investigación, siendo importante verificar la existencia experimental de los genes en el genoma de 

A. paragallinarum y G. anatis, las secuencias elegidas por medios computacionales están 

contenidas en las tablas 5 y 6.  

 

 

 

Microorganismos y Plásmidos empleados. 

 

Se utilizaron varias cepas de G. anatis (tabla 1) y A. paragallinarum (tabla 2), de estas se 

extrajo DNA genómico de 10 cepas de G. anatis y 4 cepas de A. paragallinarum, como cepas de 

referencia se usaron la cepa 12656-12 de G. anatis y para A. paragallinarum la cepa CL (Figura 

13). 
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Se obtuvo el DNA plasmídico del vector de clonación pBluescriptII KS (-) de 2958 pb, en 

la figura 14 (carril 2). El plásmido vector digerido con EcoRV en el carril 3, se observan las 

isoformas del plásmido debido a una digestión parcial. El vector linearizado posteriormente fue 

ligado a los productos amplificados por PCR de los genes que codifican para fimbrias F17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. DNA plasmídico de pBluescriptII KS (–) sin digerir y digerido con enzima de 

restricción EcoRV. Gel de agarosa al 0.8%. Carril 1: M.P.M; 2: Plásmido pBluescriptII KS (-) 

sin digerir; 3: Plásmido pBluescriptII KS (-) digerido con enzima de restricción EcoRV. 

Figura 13. DNA genómico de G. anatis y A. paragallinarum observado en geles de agarosa al 0.8%. 

A). DNA genómico de G. anatis. Carriles 1: cepa ESV 34; 2: cepa F149T; 3: cepa ESV199; 4: cepa ESV200, 

5 M.P.M. 

B) DNA genómico de A. paragallinarum. Carriles 1,2,3 y 4: cepa CL, DNA genómico concentrado, dilución 

1:10, dilución 1:20 y dilución 1:30. Respectivamente. 5,6,8 y 9: cepa 6, DNA genómico concentrado, 

dilución 1:10, dilución 1:20 y dilución 1:30. Respectivamente; 7: M.P.M 
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Amplificación y clonación de genes que codifican para proteínas de fimbrias F17 en G. 

anatis y A. paragallinarum. 

 

 

Se realizaron amplificaciones utilizando los oligonucleótidos enlistados en la tabla 5 y 6 en 

10 cepas de G. anatis y 4 cepas de A. paragallinarum. Para el caso de la amplificación por PCR 

utilizando DNA genómico de las cepas de G. anatis; los oligonucleótidos amplifican solo una 

porción de los genes (Tabla 7), para el caso de A. paragallinarum los oligonucleótidos empleados 

en la PCR amplificaron todo el gen blanco de los oligonucleótidos (Tabla 8). 

Con el DNA genómico de G. anatis y A. paragallinarum fue posible la detección de algunos de los 

genes que codifican para las proteínas estructural, usher y adhesina de las fimbrias F17 (Figuras 

15-17). En la figura 15 y 16 se muestran los productos de PCR que fueron amplificados usando 

DNA genómico de las cepas ESV34 y F149T de G. anatis respectivamente. En ambos casos se 

observa la amplificación de los productos esperados de acuerdo a la tabla 7, con la amplificación 

de un solo producto específico, aunque en algunas cepas no se obtuvieron productos de PCR con 

los oligonucleótidos usados. 

En la cepa F149T se observan tres bandas de amplificación (figura 15), donde el producto de 745 

pb representa el producto seleccionado para clonación, este amplificado corresponde al fragmento 

del gen que codifica para proteína adhesina del operón flf3. Los amplificados en los carriles 3 y 11 

no se seleccionaron para clonación. Por otro lado, en los amplificados usando DNA genómico de 

la cepa ESV34 se observan siete bandas de amplificación (figura 16), donde los productos en los 

carriles 2, 3 y 6 se seleccionaron para la clonación y son: amplificado de los fragmentos de los 

genes que codifican para proteína estructural de 493 pb operón flf3; carril 3: amplificado de gen 

que codifica para proteína adhesina de 745 pb del operón flf3 y carril: 6 amplificado que codifica 

para proteína estructural de 399 pb del operón flf1. Estos productos son porciones de genes que se 

pueden clonar en fase y que codifican para parte de las proteínas de la fimbria F17 y son potenciales 

inmunógenos.  
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Cuando se usó DNA genómico de cepas de A. paragallinarum para la amplificación por 

PCR, se obtuvieron varias bandas en un mismo tubo de reacción, dentro de estos amplificados se 

encontraba el amplificado esperado de acuerdo a la tabla 8. En el caso de las amplificaciones 

alrededor de 1kb en el carril 1 usando DNA genómico de las cepas 5 y 6 de A. paragallinarum 

(Figura 17) estos amplificados corresponden a los genes que codifican ara proteínas adhesinas del 

operón flf. Sin embargo, algunos juegos de oligonucleótidos no generaron productos de 

amplificación a partir de DNA de las cepas A. paragallinarum (Tabla 8). 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Amplificación de los genes que codifican para 

proteínas de fimbrias en la cepa de G. anatis ESV34.  
Figura 16. Amplificación de los genes que codifican para 

proteínas de fimbrias en la cepa de G. anatis F149T. 

Gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1: M.P.M; 2: Amplificado de genes 

que codifica para proteínas estructural 493 pb operón flf3; 3: 

Amplificado de gen que codifica para proteína adhesina 745 pb 

operón flf3; 4: Amplificado gen que codifica para proteína Usher 

2499 pb operón flf3; 6: Amplificado de gen que codifica para 

proteína estructural 399 pb operón flf1; 7: Amplificado de gen que 

codifica para proteína Usher 2334 pb operón flf1; 8: Amplificado de 

gen que codifica para proteína adhesina 951 pb operón flf1; 11: 

Amplificado de gen que codifica para proteína Usher 2133 pb operón 

flf,  

Gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1: M.P.M; 3: 

Amplificado de genes que codifican para proteínas 

Usher 2499 pb operón flf3; 4: Amplificado de gen que 

codifica para proteína adhesina 745 pb operón flf3; 

11: Amplificado de gen que codifica para proteína 

Usher 2133 pb operón flf. 
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Figura 17. Amplificación de los genes que codifican para proteínas de fimbrias F17 en las cepas 5 y 6 de A. 

paragallinarum. 

Gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1: amplificado del gen que codifica para proteína adhesina 1137 pb del operón 

flf; 2: amplificado de gen que codifica para proteína usher 2178 pb del operón flf; 3: amplificado de gen que 

codifica para proteína estructural 690 pb del operón flf; 4: amplificado de gen que codifica para proteína 

adhesina 210 pb del operón flf1: 5: amplificado de gen que codifica para proteína usher 2496 pb del operón 

flf3. Carril sin número: M.P.M.  
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Las Tablas 7 y 8, muestran el resumen de amplificación que se obtuvieron en este trabajo, 

para los genes fimbriales en G. anatis y A. paragallinarum respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Azul=proteína estructural; Gris=proteína Usher; Rojo=proteína adhesina. 

El color y la x representan una amplificación positiva 

Tabla 7. Resumen de amplificados de los operones fimbriales esperados en G. anatis. Las 

proteínas codificadas, el tamaño de estos genes en pares de bases, el par de oligonucleótidos 

específicos y el resultado de amplificación en las cepas analizadas. 
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Azul=proteína estructural; Gris=proteína Usher; Rojo=proteína adhesina. 

El color y la x representan una amplificación positiva 

Tabla 8. Resumen de amplificados de los operones fimbriales esperados en A. paragallinarum. 

Las proteínas codificadas, el tamaño de estos genes en pares de bases, el par de oligonucleótidos 

específicos y el resultado de amplificación en las diferentes cepas analizadas. 
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Los productos de PCR elegidos como candidatos fueron reamplificados con enzima DNA 

polimerasa Pfx (Invitrogene®), se ligaron al vector pBluescriptII KS (-) (Stratagene) previamente 

digerido con enzima de restricción EcoRV (Fermentas® Thermo Fisher SCIENTIFIC 

Massachusetts, EU) para transformar células competentes de E. coli DH5α. Los insertos clonados 

se linealizaron utilizando EcoRI (Figura 18). Las construcciones se secuenciaron y se hicieron los 

análisis de alineamiento con secuencias de GenBank, utilizando el programa BLAST. Se corroboró 

que los fragmentos ligados al vector correspondieran a los genes esperados, así se obtuvieron 6 

construcciones en el vector de clonación pBluescriptII KS (-), dos con secuencias de genes que 

codifican para proteínas estructurales y cuatro para adhesinas (tabla 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. DNA plasmídico de las construcciones obtenidas en pBluescriptII KS (-) sin digerir y digeridas que 

contienen los genes que codifican para proteínas de fimbrias F17. 

Gel de agarosa al 0.8 % Carriles del 1 al 8 muestran DNA plasmídico sin digerir; del 10 al 16 digerido con 

enzima de restricción EcoRV. Carril 1: DNA de Plásmido pBluescriptII KS (-); 2:  Construcción Megan; 3: 

Construcción Samanta; 4: Construcción Nathalie; 5: Construcción Angeline; 6: vacío; 7: Construcción Zuky; 

8: Construcción Tuti. 

Carril 9) M.P.M; 10: DNA de Plásmido pBluescriptII KS (-); 11: Construcción Megan (3463 pb); 12: 

Construcción Samanta (3715pb); 13: Construcción Nathalie (4100 pb); 14: Construcción Angeline (4100 pb); 

15: Construcción Zuky (3369 pb); 16: Construcción Tuti (3715 pb). 
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Tabla 9. Construcciones obtenidas en pBluescriptII KS (-) con secuencias de genes que codifican para proteínas 

estructurales y adhesinas en cepas de G. anatis y A. paragallinarum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nombre de 

la 

construcción 

Fragmento 

del Gen 

Tamaño 

del 

fragmen

to del 

gen en 

pb 

Tamaño de la 

construcción 

en 

pBluescriptII 

KS (-) en pb 

Cepa Op

eró

n 

Sitios de 

restricción 

Identidad 

respecto al 

gen de 

referencia 

Megan proteína 

estructural 

493 pb 3463 pb G. anatis ESV34 flf3 KpnI/HindIII 97% 

Zuky proteína 

estructural 

399 pb 3369 pb G. anatis ESV34 flf1 BamHI/HindIII 100% 

Samanta proteína 

adhesina 

745 pb 3715 pb G. anatis 

ESVF149T 

flf3 KpnI/HindIII 99% 

Tuti proteína 

adhesina 

745 pb 3715 pb G. anatis ESV34 flf3 KpnI/HindIII 99% 

        

Nathalie proteína 

adhesina 

1137 pb 4100 pb A. paragallinarum 

cepa6 

flf - 98% 

Angeline proteína 

adhesina 

1137 pb 4100 pb A. paragallinarum 

cepa5 

flf - 98% 
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Secuencias de construcciones en el vector pBluescriptII KS (-) 

 

Las secuencias de los fragmentos de DNA clonados en el vector pBluescriptII KS (-) fueron 

analizados por alineamiento y comparación con los genes depositados de GenBank, observando 

que existe identidad con las secuencias de los genes que forman parte de los operones del tipo F17. 

 

 

Análisis de las secuencias de las construcciones con los insertos clonados que codifican para 

proteínas estructurales. 

 

 

En la Figura 19 se muestra el alineamiento de la secuencia de nucleotídica clonada en la 

construcción Megan, cuyo tamaño fue de 493 pb, y que proviene del fragmento del gen que codifica 

para la proteína estructural del operón flf3 de G. anatis cepa ESV34, alineado contra el gen de 

referencia de la cepa UMN179 y que mostró 97 % de identidad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteína estructural del 

operón flf3.  

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para proteína estructural del operón flf3 de G. anatis 

UMN179 y secuencia clonada de G. anatis ESV34 (construcción Megan). Las posiciones idénticas están 

resaltadas en gris. 
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En la Figura 20 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotídica clonada en la 

construcción Suky, el inserto clonado fue de 399 pb, y que proviene del fragmento del gen que 

codifica para la proteína estructural del operón flf1 de G. anatis cepa ESV34, alineado contra el 

gen de referencia de la cepa UMN179, secuencia que tiene 100 % de identidad en este análisis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de las secuencias de las construcciones con los insertos clonados que codifican para 

proteínas adhesinas. 

 

 

En la Figura 21 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotídica clonada en la 

construcción Samanta, el inserto clonado es de 745 pb, y proviene del fragmento del gen que 

codifica para la proteína adhesina del operón flf3 de G. anatis cepa F149T, el alineamiento con el 

gen de referencia de la cepa UMN179 dio 99 % de identidad.  

 

 

 

 

Figura 20. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteínas estructurales 

del operón flf1. 

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para proteína estructural del operón flf1 de G. anatis 

UMN179 y secuencia clonada de G. anatis ESV34 (construcción Samanta). Las posiciones idénticas 

están resaltadas en gris. 
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En la Figura 22 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotídica clonada en la 

construcción Tuti, el inserto clonado fue de 745 pb, y provino del gen que codifica para la proteína 

adhesina del operón flf3 de G. anatis cepa ESV34, el alineamiento con el gen de referencia de la 

cepa UMN179 dio 99 % de identidad.  

 

 

 

 

 

Figura 21. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteína adhesina del 

operón flf3. 

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf3 de G. anatis 

UMN179 y secuencia clonada de G. anatis F149T (construcción Samanta). Las posiciones idénticas están   

resaltadas en gris. 
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En la Figura 23 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotídica clonada en la 

construcción Angeline, el inserto clonado fue de 1137 pb, y provino del gen que codifica para la 

proteína adhesina del operón flf de A. paragallinarum cepa 6, el alineamiento con el gen de 

referencia de la cepa Avpg 2015 dio 98 % de identidad.  

 

 

 

 

Figura 22. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteína adhesina del operón 

flf3. 

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf3 de G. anatis 

UMN179 y secuencia clonada de G. anatis ESV34 (construcción Samanta). Las posiciones idénticas están 

resaltadas en gris. 
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En la Figura 24 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotídica clonada en la 

construcción Nathalie, el inserto clonado fue de 1137 pb, que correspondía al gen que codifica para 

la proteína adhesina del operón flf de A. paragallinarum cepa 5, el alineamiento con el gen de 

referencia de la cepa Avpg 2015 mostró 98 % de identidad.  

Figura 23. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteína adhesina del operón 

flf. 

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf de A. 

paragallinarum 2015 y secuencia clonada de A. paragallinarum 6 (construcción Angeline). Las 

posiciones idénticas están resaltadas en gris. 
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Figura 24. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteína adhesina del 

operón flf. 

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf de A. 

paragallinarum 2015 y secuencia clonada de A. paragallinarum 5 (construcción Nathalie). Las 

posiciones idénticas están resaltadas en gris. 
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Mapas de Construcciones en el vector pBluescriptII KS (-) 

 

Los mapas de las construcciones fueron realizados en el programa SnapGeneR Viewer GSL 

Biotech LLC, Chicago, EU, utilizando la secuencia del plásmido de clonación pBluescriptII KS (-

), así como las secuencias obtenidas de los resultados de secuenciación de dichas construcciones 

(Figura 25 -30).  

 

 

Mapa de la construcción con el inserto clonado correspondiente a la proteína estructural 

 

 

En la Figura 25 se muestra el mapa de la construcción Megan, el inserto clonado fue de 493 

pb, y corresponde al gen que codifica para la proteína estructural del operón flf3 de G. anatis cepa 

ESV34. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 26 se muestra el mapa de la construcción Zuky, el inserto clonado fue de 399 

pb, y corresponde al gen que codifica para la proteína estructural del operón flf1 de G. anatis cepa 

ESV34. 

 

 

 

 

Figura 25. A) Mapa de la construcción Megan en pBluescriptII KS (-). B) Secuencia de 493 pb que proviene del gen que 

codifica para la proteína estructural del operón flf3 de la cepa ESV 34 de G. anatis. 
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Mapa de la construcción con el inserto clonado correspondiente a la proteína adhesina 

 

En la Figura 27 se muestra el mapa de la construcción Samanta, el inserto clonado fue de 

745 pb, y corresponde al gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf3 de G. anatis 

cepa F149T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. A) Mapa de la construcción Zuky en pBluescriptII KS (-). B) Secuencia de 399 pb que proviene 

del gen que codifica para la proteína estructural del operón flf1 de la cepa ESV 34 de G. anatis. 

Figura 27. Mapa de la construcción Samanta en pBluescriptII KS (-). B) Secuencia de 745 pb 

proveniente del gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf3 de la cepa F149T de G. 

anatis. 
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En la Figura 28 se muestra el mapa de la construcción Tuti, el inserto clonado fue de 745 

pb, y corresponde al gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf3 de G. anatis cepa 

ESV34. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 29 se muestra el mapa de la construcción Angeline, el inserto clonado fue de 

1137 pb, y corresponde al gen que codifica para la proteína estructural del operón flf de A. 

paragallinarum cepa 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Mapa de la construcción Tuti en pBluescriptII KS (-). B) Secuencia de 745 pb clonada a 

partir del gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf3 de la cepa ESV34 de G. anatis. 

Figura 29. Mapa de la construcción Angeline en pBluescriptII KS (-). B) Secuencia de 1137 pb que 

proviene del gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf de la cepa 6 de A. paragallinarum. 
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En la Figura 30 se muestra el mapa de la construcción Nathalie, el inserto clonado fue de 1137 pb, 

y corresponde al gen que codifica para la proteína estructural del operón flf de A. paragallinarum 

cepa 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Mapa de la construcción Nathalie en pBluescriptII KS (-). B) Secuencia de 1137pb se obtuvo 

del gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf de la cepa 5 de A. paragallinarum. 
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Análisis de expresión de proteínas recombinantes estructural y adhesina de fimbrias F17 de 

G. anatis en E. coli 

 

 

Se obtuvieron 2 construcciones en el vector de expresión pQE30, una (Megan2) que 

codificaba parte de la proteína estructural y otra (Samanta2) que codifica parte de la adhesina, 

ambas originarias de G. anatis (tabla 10). 

 

Tabla 10. Construcciones para la expresión de las proteínas Estructural y Adhesina de G. anatis. 

 

 

 

Mapas de construcciones en pQE-30 

 

Los mapas de las construcciones fueron realizados en el programa SnapGeneR Viewer GSL 

Biotech LLC, Chicago, EU. utilizando las secuencias del plásmido de expresión pQE-30 y las 

obtenidas de los resultados de secuenciación de dichas construcciones.  

En la Figura 31 se muestra el mapa de la construcción Megan2, el inserto subclonado fue de 493pb, 

proviene del gen que codifica para la proteína estructural del operón flf3 de G. anatis cepa ESV34, 

el análisis bioinformático de la secuencia clonada da certeza del tipo de transformante para este 

gen, también se muestran los elementos como el codón de inicio ATG, secuencia de histidinas 

6XHis, oligonucleótidos, gen de interés y el codón de paro.  

 

 

 

 

 

 

Nombre de la 

construcción 

Fragmento 

del Gen 

Tamaño 

del gen 

en pb 

Tamaño de la 

Construcción en 

pb 

Cepa Operón Tamaño 

esperado en 

kDa de la 

proteína 

inducida 
Megan2 proteína 

estructural 

493 pb 3936 pb G. anatis ESV34 flf3 18.2 kDa 

       

Samanta2 proteína 

adhesina 

745 pb 4188 pb G. anatis F149T flf3 27.6 kDa 
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La construcción Samanta2 (Figura 32) en el vector de expresión pQE-30 contiene al inserto 

clonado de 745 pb, proveniente del gen que codifica para la proteína adhesina del operón flf3 de 

G. anatis cepa F149T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. A) Mapa de la construcción Samanta2 en el plásmido pQE-30. 

B) Secuencia de 745 pb contiene parte del gen que codifica para la proteína estructural del operón 

flf3 de la cepa F149T de G. anatis, así como elementos: ATG codón de inicio, oligonucleótidos, 

secuencia del gen y codón de paro. 

Figura 31. A) Mapa de la construcción Megan en el plásmido pQE-30. 

B) Secuencia de 493 pb que contiene parte del gen que codifica para la proteína estructural del operón 

flf3 de la cepa ESV34 de G. anatis, así como elementos: ATG codón de inicio, oligonucleótidos, 

secuencia del gen y codón de paro. 
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Inducción de la expresión de genes que codifican para proteína estructural y adhesina. 

 

 

Cinética de inducción de la expresión del gen que codifica para proteína estructural de 18.2 

kDa 

 

Las clonas recombinantes de E. coli M15 transformadas con las construcciones de Megan2 

y Samanta2, fueron inducidas con IPTG para sobreexpresar las proteínas recombinantes, el tamaño 

de las proteínas esperadas fue de 18.2 kDa y 27.5 kDa para la proteína estructural y proteína 

adhesina respectivamente.  

A partir de las células transformadas con las construcciones Megan2 (gen que codifica para la 

proteína estructural) y Samanta2 (gen que codifica para la proteína adhesina), se prepararon 

cultivos y a partir de una D.O 600 =0.6 se evaluaron mediante inducciones con IPTG (1 mM), las 

inducciones se monitorearon durante 5 horas continuas y a las 24 horas. Se realizó la colecta de 

células, la ruptura celular y una separación electroforética de proteínas en geles SDS-PAGE al 10 

% comparando cultivos inducidos con IPTG o no inducidos (Figura 25 y 26). Se tomaron muestras 

cada hora durante 5 horas continuas, la toma de muestra final fue a las 24 horas. Se puede observar 

que la sobreexpresión de la proteína estructural de 18.2 kDa se inicia desde la primera hora (Figura 

25 A, carril 8 y 9), y conforme aumenta el tiempo la intensidad de la banda va incrementando. En 

el tiempo cero antes de comenzar la inducción con IPTG (1mM), se puede apreciar una banda que 

tienen el tamaño de la proteína esperada inducida Figura 26 A, carril 2 a 7. Esta banda se mantiene 

a lo largo del tiempo de inducción, por lo que se encuentra una proteína semejante en el fondo 

genético de la cepa de E coli M15, o quizás exista escape de la represión de su expresión. 

Finalmente podemos observar que la inducción de la proteína estructural a las 24 horas es clara en 

el fondo genético de la cepa de E coli M15. 
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Cinética de inducción de la expresión del gen que codifica para proteína adhesina de 27.6 

kDa 

 

 

La inducción de la proteína adhesina de 27.6 kDa inició claramente desde la primera hora 

de contacto de bacterias con IPTG (Figura 26 A, carril 8 y 9) y conforme avanzó el tiempo en las 

siguientes 5 horas, la intensidad de la banda se incrementó gradualmente. También se observó una 

banda arriba de la banda de proteína recombinante inducida después de la inducción, sin embargo, 

es evidente el aumento de intensidad en la banda de la proteína recombinante, por lo que puede 

diferenciarse de la banda de la proteína nativa presente en el fondo genético de la cepa de E. coli 

M15. El seguimiento de la inducción hasta las 24 hrs mostró que la proteína se expresa 

establemente, aunque, se distingue mejor en tiempos cortos.  

 

Perfil de proteínas obtenidas por SDS-PAGE al 10 %. 

A) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plásmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 33; 5: clona 25, a 0 h de 

inducción; 6: E. coli M15 sin plásmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona33; 9: clona 25, a 1 hora de inducción. 

B) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plásmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 33; 5: clona 25, a 2 h de 

inducción; 6: E. coli M15 sin plásmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona33; 9: clona 25, a 3 hora de inducción. 

C) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plásmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 33; 5: clona 25, a 4 h de 

inducción; 6: E. coli M15 sin plásmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona33; 9: clona 25, a 5 hora de inducción. 

D) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plásmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 33; 5: clona 25, a 24 h de 

inducción;  

 

Figura 33. Cinética de inducción de la expresión del gen que codifica para proteína estructural del operón flf3 en el 

fondo genético de cepa de E. coli M15. 

La flecha azul indica la zona de la inducción de la proteína esperada de 18.2 kDa 
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Figura 34. Cinética de inducción de la expresión del gen que codifica para proteína adhesina del operon flf3 en el 

fondo genético de la cepa de E. coli M15. 

La flecha roja indica la zona de la inducción de la proteína esperada de 27.5 kDa 

Perfil de proteínas obtenidas por SDS-PAGE al 10 %. 

A) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plásmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 18; 5: clona 19, a 0 h de 

inducción; 6: E. coli M15 sin plásmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona 18; 9: clona 19, a 1 hora de inducción. 

B) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plásmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 18; 5: clona 19, a 2 h de 

inducción; 6: E. coli M15 sin plásmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona 18; 9: clona 19, a 3 hora de inducción. 

C) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plásmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 18; 5: clona 19, a 4 h de 

inducción; 6: E. coli M15 sin plásmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona 18; 9: clona 19, a 5 hora de inducción. 

C) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plásmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 18; 5: clona 19, a 24 h de 

inducción. 
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Purificación de proteínas recombinantes por cromatografía de afinidad. 

 

Con la certeza de que ocurría la inducción de la expresión de los genes que codifican para 

las proteínas recombinantes estructural y adhesina, a partir de las construcciones respectivas en las 

transformantes de E. coli M15, se estableció el tiempo de inducción de 3 horas, ya que a esa hora 

se observó una cantidad suficiente de proteína y no presentaba mucha variación respecto a la que 

se obtenía varias horas después de la inducción. Y se continuó con la purificación de las proteínas 

recombinantes.  

 

La purificación de proteínas se hizo por afinidad a níquel y elución por gradiente de concentración 

de imidazol en condiciones desnaturalizantes con urea 8 M en todos los buffers. En la figura 35 y 

28 se muestra la separación de las proteínas en gel SDS-PAGE al 10 % obtenidas del proceso de 

purificación de la proteína recombinante estructural de G. anatis, cepa ESV34, la fracción 

enriquecida con proteína de 18.2 kDa se observa en los carriles del 7 al 9. En la figura 36 se observa 

el resultado del proceso de purificación de la adhesina de G. anatis, cepa F149T, la fracción 

enriquecida con proteína de 27.6 kDa se observa en los carriles del 7 al 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Geles de poliacrilamida donde se observa la separación electroforética de las proteínas contenidas en las muestras obtenidas de los 

diferentes pasos de la purificación por afinidad a columnas cargadas con níquel de las proteínas fimbriales-F17 recombinantes A) 

Alícuotas con proteína estructural; carril 1: M.P.M; 2: muestra de extracto de proteínas con buffer de unión desnaturalizante urea 

8 M pH 8 retenido en columna; 3: sobrenadante que paso por la columna de afinidad, 4: Lavado desnaturalizante urea 8 M pH 6.3; 

5-9: elusiones con urea 8 M pH 4.5 

B) Alícuotas con proteína adhesina; carril 1: M.P.M; 2: proteínas totales de la colonia transformante sin inducir, 3: extracto de 

proteínas totales de la colonia transformante inducida; 4: muestra de extracto de proteínas con buffer de unión desnaturalizante 

urea 8 M pH 8 retenido en columna; 5: sobrenadante que paso por la columna de afinidad; 6: Lavado desnaturalizante urea 8 M 

pH 6.3; 7-9: elusiones con urea 8 M pH 4.5 

 

 

Figura 36. Purificación en condiciones desnaturalizantes 

de la proteína adhesina recombinante de la fimbria F17 

de G. anatis F149T, con peso molecular de 27.6 kDa. 

 

Figura 35. Purificación en condiciones desnaturalizantes 

de la proteína estructural recombinante de la fimbria F17 de 

G. anatis ESV34, con peso molecular de 18.2 kDa. 
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Diálisis de proteínas recombinantes purificadas en condiciones desnaturalizantes. 

 

Las proteínas recombinantes obtenidas por afinidad a columnas de níquel estaban disueltas 

en una solución de urea 8 M e imidazol 250 mM, por lo que para ser administradas a conejos e 

inducir la producción de anticuerpos, fue necesario dializarlas de manera independiente en PBS 

pH 7.5, y así evitar efectos secundarios a los animales por urea e imidazol. En la figura 37 se 

muestra la separación electroforética la de proteína recombinante del tipo 6His-estructural y 6His-

adhesina, después de ser dializadas. Estas proteínas se utilizaron posteriormente para inmunizar 

conejos y obtener anticuerpos policlonales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Electroforesis de proteínas recombinantes 

purificadas y dializadas con PBS pH=7.5. 

Gel de poliacrilamida al 15%. Carril 1: M.P.M, 2 y 3: Proteína 

6His-estructural; 4 y 5: Proteína 6His-adhesina. 
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Detección de las proteínas recombinantes por Western blot 

 

 

 

Se hizo la separación electroforética de las proteínas recombinantes de la fimbria F17 de G. 

anatis purificadas y dializadas (Figura 38 A) y luego se transfirieron electroforéticamente a una 

membrana de nitrocelulosa. La detección de la proteína recombinante se hizo de manera indirecta, 

utilizando una dilución (1:500) del anticuerpo primario generado por inmunización de conejos, 

antiestructural o antiadhesina según fuera el caso (Elaborado por el Bioterio de la Facultad de 

Estudios Superiores Iztacala de la UNAM) y un anticuerpo anti-conejo acoplado a fosfatasa 

alcalina (1:5000) de SIGMA -ALDRICH. (A4312. SIGMA-ALDRICH, Misuri, EU) 

El resultado del inmuno-reconocimiento por western blot muestra una banda tenue a la altura de 

las proteínas esperadas, de 18.2 kDa para la proteína estructural recombinante y de 27.6 kDa para 

la proteína adhesina recombinante. El reconocimiento de los anticuerpos anti-proteína-estructural 

y anti-proteína-adhesina fue pobre posiblemente por un bajo título de anticuerpos (Figura 30 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Western blot de proteínas de fimbrias F17 recombinantes sobreexpresadas, purificadas por cromatografía de 

afinidad y dializadas en PBS. 

A). Gel de poliacrilamida al 15% para la separación de proteínas. Carril 1: M.P.M; 2: Proteína Estructural purificada y 

dializada de 18.2 kDa; 3: Proteína Adhesina purificada y dializada de 27.5 kDa. B) Western blot específico 1: inmuno 

reconocimiento de proteína estructural de 18.2 kDa usando suero anti-proteína estructural 1:500; 2: inmuno reconocimiento 

de proteína adhesina de 27.5 kDa usando suero anti-proteína adhesina 1:500. C) Western blot para visualizar reactividad 

cruzada 1: ausencia de inmuno reconocimiento de proteína estructural de 18.2 kDa usando suero anti-proteína adhesina 

1:500; 2: ausencia de inmuno reconocimiento de proteína adhesina de 27.5 kDa usando suero anti-proteína estructural 1:500. 
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El resultado del western blot muestra que las proteínas recombinantes estructural y adhesina 

indujeron una respuesta inmune que produjo anticuerpos tras la inmunización experimental en 

conejos (Figura 38 B). Cuando se realizó la prueba de reactividad cruzada colocando como blanco 

la proteína estructural con los sueros anti-proteína-adhesina y viceversa, no se observó 

reconocimiento en la prueba western blot (Figura 38 C), por lo que el reconocimiento inmune fue 

específico para cada una de las proteínas probadas con el título de anticuerpos utilizados en esta 

investigación. 
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DISCUSIÓN 
 

En general los factores de virulencia de las bacterias, les permiten la colonización, invasión 

y el crecimiento en diferentes tejidos del hospedero. Esta capacidad de adaptación de un medio a 

otro con relativa facilidad es motivo de interés científico, especialmente del relacionado con la 

posibilidad de reducir o evitar la producción de daño en el hospedero (Soutourina O, et al., 2001; 

Adler J, 1996). La expresión de genes que codifican factores de virulencia está estrictamente 

regulada y responde a estímulos ambientales tales como la temperatura, el pH y la disponibilidad 

de nutrientes, entre otros. Esta regulación permite la expresión oportuna de proteínas requeridas 

para el crecimiento y supervivencia de un microorganismo dentro de su hospedero, el cual está 

dispuesto a rechazar la invasión microbiana (Mekalanos J, 1992). 

En las últimas dos décadas se han estudiado intensamente a dos bacterias patógenas de aves G. 

anatis y A. paragallinarum. Las infecciones por estas bacterias son importantes y a nivel industrial 

ocasionan pérdidas económicas significativas. Las bacterias mencionadas poseen alta diversidad 

antigénica y contienen varios factores de virulencia, entre los que se encuentran las fimbrias. En 

diversos microorganismos la expresión de fimbrias es muy importante, ya que son las estructuras 

que participan en el proceso de adherencia a los tejidos del hospedero. La adherencia de G. anatis 

y A. paragallinarum. se ha propuesto como un paso crítico en la colonización microbiana y en la 

invasión de los tejidos de la mucosa, por lo cual la prevención de la adherencia; es una estrategia 

de intervención atractiva para contrarrestar las infecciones que producen estas bacterias (Klemm P, 

et al., 2010). 

En este trabajo se realizó la detección y clonación de los genes que codifican para las proteínas 

estructurales, Usher y adhesina de fimbrias F17, de cepas de campo de G. anatis y A. 

paragallinarum. Al realizar las amplificaciones por PCR utilizando el DNA genómico de las 

diferentes cepas aisladas de campo como DNA molde y los oligonucleótidos diseñados en base a 

las secuencias de los genes que codifican para fimbrias F17 de la cepa de G. anatis UMN179 

(Acceso No. CP002667), los resultados muestran amplificación de secuencias de los genes de 

interés en algunas de las cepas generando un solo producto específico, como consecuencia de la 

combinación de DNA genómico y oligonucleótidos utilizados. Lo cual está relacionado con lo 

descrito por Johnson, et al., 2013, que identificaron varios grupos de genes (clúster) que participan 

en la biosíntesis de fimbrias en G. anatis UMN179 las cuales pertenecen al tipo F17. En el estudio 

hecho por Kudirkienė, et al., 2014, usando varias cepas de G. anatis, se realizó la agrupación de 

los genes en 5 diferentes grupos (operones): flf, flf1, flf2, flf3, flf4; de acuerdo a la secuencia 
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aminoacídica de las proteínas estructurales presente en cada grupo, designada como FlfA. Así 

mismo se determinó que las cepas de G. anatis cuentan con 1-3 grupos fimbriales de los 5 descritos.  

En el presente estudio los oligonucleótidos diseñados correspondieron a los genes fimbriales flf, 

flf1 y flf3, y resultaron ser específicos para la amplificación de estos genes, por lo cual evidenciaron 

la presencia y distribución de estos en las diferentes cepas de G. anatis estudiadas. En el caso donde 

los oligonucleótidos que no amplificaron se podría inferir que existe la posibilidad de que estas 

cepas estén posean un grupo fimbrial diferente o los genes estén ausentes. Además, ninguno de los 

perfiles de amplificación obtenidos en las cepas de Gallibacterium utilizadas en este estudio, 

corresponde al que presenta la cepa de G. anatis UMN 179, la cual cuenta con los grupos de genes 

flf, flf1 y flf3 (Kudirkienė, et al., 2014, por lo tanto, fimbrialmente las cepas son diferentes a G. 

anatis UMN179. 

 

En el caso de A. paragallinarum, los resultados de detección por PCR de los genes codificantes 

para las fimbrias F17 en ADN genómico de las cepas CL, CT, 5 y 6, mostraron varios amplificados 

incluyendo el amplificado esperado. Este resultado corrobora la evidencia encontrada en los 

resultados del análisis bioinformático del genoma de la cepa CL (Horta, 2015), en el que se ha 

detectado la presencia de varios elementos genéticos repetidos. Por lo cual es posible sugerir que 

la cepa CL contiene un arreglo del operón fimbrial diferente al reportado para G. anatis (Johnson, 

et al., 2013). Sin embargo, es necesario realizar más estudios experimentales que sustenten mejor 

estas dos evidencias, ya que otros estudios en otros microorganismos han reportado la existencia 

de diferentes arreglos en operones fimbriales (Zav’yalov, et al., 2010). 

Para lograr la sobrexpresión de probables antígenos fimbriales fue necesario clonar y subclonar los 

productos de PCR producidos en este trabajo; al final se logró esto con segmentos de dos genes, 

uno que codifica una proteína estructural y otro que codifica una adhesina de las fimbrias de G. 

anatis. La literatura reporta que estas proteínas poseen la capacidad de inducir una respuesta 

inmunogénica (Bager, et al., 2013). Asimismo, se ha demostrado que es posible obtener anticuerpos 

policlonales para otras proteínas de fimbrias de otros microorganismos relacionados con las 

infecciones en aves (Mortezaei, et al., 2013) y que es posible utilizarlos como herramienta de 

diagnóstico en el área veterinaria (Pardo, et al., 2008). 

El clúster genético fimbrial más frecuente reportado en las cepas de Gallibacterium incluye un gen 

predicho que codifica para una proteína de la subunidad fimbrial de 20.5 kDa designada FlfA 

(GenBank No. de acceso JX855927), que mostró similitud de secuencia con el precursor de la 
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proteína fimbrial semejante a F17 identificado en Escherichia coli patogénica extraintestinal 

(ExPEC) Cepa 536 (Dobrindt, et al., 2002). 

La proteína estructural recombinante obtenida en este trabajo, corresponde a un fragmento del gen 

que codifica para la proteína estructural del operón flf3 de la cepa de G. anatis ESV34, el tamaño 

obtenido de esta proteína es de 18.2 kDa y es similar en tamaño a la proteína estructural 

recombinante de FlfA de la cepa de G. anatis 12656-12 de 20.5 kDa reportada por (Bager, et al., 

2013). La proteína obtenida por Bojesen fue purificada y utilizada para inmunizar y obtener 

anticuerpos policlonales en conejos, posteriormente se demostró la detección de esta proteína 

mediante Western Blot. En el estudio de Bojesen también se generó una cepa mutante de G. anatis 

del tipo ∆flfA, que mostró una disminución de la capacidad causar lesiones in vivo. Además, la 

inmunización de pollos con la proteína FlfA recombinante resultó en la disminución significativa 

de lesiones por desafíos posteriores a la inmunización. Apoyando así la hipótesis del papel de las 

fimbrias F17 como un importante factor de virulencia en la adhesión tisular y patogénesis de G. 

anatis en aves. 

La proteína estructural purificada por afinidad en columna con resina cargada con níquel y 

dializada contra PBS e inyectada para inmunizar conejos, produjo anticuerpos lo que indica que es 

antigénica al ser visualizada la reacción antígeno anticuerpo en el ensayo Western Blot utilizando 

anticuerpos anti-conejo (A4312. SIGMA-ALDRICH, Misuri, EU) acoplados a fosfatasa alcalina, 

sugiriéndose a esta proteína como un prospecto para mayores estudios inmunológicos en aves. 

En el presente trabajo también se sobreexpresó un fragmento de la proteína adhesina recombinante 

del operón flf3 y se obtuvieron anticuerpos de conejo contra ésta. Esta proteína es similar a la 

contenida en la cepa F149T de G. anatis. Hasta el momento no hay reportes de estudios similares, 

por lo que es relevante la obtención de esta proteína recombinante y posibilita a realizar en un corto 

plazo evaluaciones in vivo para determinar el efecto de protección de dichas proteínas con fines de 

inmunización en aves. 

Los resultados del análisis por Western Blot mostraron que los anticuerpos policlonales de conejo 

fueron específicos al utilizar ambas proteínas recombinantes como blanco cruzado, entre la 

proteína estructural y la proteína adhesina, al menos bajo las condiciones ensayadas en este trabajo.  

Se han utilizado fragmentos de proteínas recombinantes, para desafíos en aves tal y como lo 

describe (Pors, et al., 2016) induciendo una protección parcial. 

Una perspectiva de investigación con respecto a los resultados obtenidos en este trabajo, sería el 

realizar experimentos utilizando los extractos de las proteínas totales de otras cepas de G. anatis y 

A. paragallinarum y determinar si es posible detectar reactividad cruzada entre las proteínas 



 

57 

estructurales y adhesinas de fimbrias F17 en diferentes cepas. Además, se abre la posibilidad de 

efectuar desafíos con aves para analizar si la inmunización producida por componentes de las 

fimbrias tipo F17 es apropiada para proteger de infecciones posteriores producidas por bacterias 

específicas u homologas. 
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CONCLUSIONES 

• El estudio informático mostró la diversidad de secuencias de genes codificantes de fimbrias 

tipo F17 presentes en Gallibacterium anatis y su distribución en el parental Avibacterium 

paragallinarum.  

• Se confirmó por PCR la presencia de genes que codifican para fimbrias F17 en las 

diferentes cepas estudiadas en este trabajo. 

• En A. paragallinarum, la detección por PCR de secuencias codificantes para las proteínas 

de las fimbrias F17 mostró amplificaciones de varios fragmentos reiterados para las 

secuencias estudiadas sugiriendo un posible arreglo en tándem. 

• Se obtuvieron dos proteínas recombinantes de fimbrias F17, una correspondiente a un 

fragmento de la proteína estructural y la otra a un fragmento de la proteína adhesina de la 

cepa ESV34 y F149T de G. anatis, las cuales son inmunogénicas y podrían servir como 

antígenos para mejorar las vacunas existentes contra la gallibacteriosis. Estas proteínas no 

mostraron reactividad inmunológica cruzada en las condiciones usadas para su estudio. 
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ANEXOS 
 

 

Extracción de DNA genómico de Gallibacterium anatis y Avibacterium paragallinarum  

 

Los microorganismos G. anatis y A. paragallinarum fueron sembrados en placa de agar 

medio gelosa sangre y fueron incubados 18 h a 37 oC, a partir de estos cultivos, se tomó una colonia 

aislada y se inoculó en 5 ml de medio BHI (Brain Heart Infusion). Se incubó con agitación 

constante a 200 rpm y 37 oC durante 18h.  

El cultivo se dividió en 2 tubos eppendorf de 1.5 ml y fue centrifugado a 13000 rpm durante 5 min, 

se descartó el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 500 μL de buffer de lisis, se les 

adicionó lisozima y se incubaron por 10 min a 37 oC, para completar la lisis se adicionaron 40 µL 

de SDS al 1% y se homogeneizaron manualmente. Posteriormente se agregó 1 Vol. de fenol-Tris 

pH 8 a cada tubo y se agitaron en vortex, los tubos fueron centrifugados por 10 min a 13000 rpm, 

posteriormente la fase acuosa fue transferida a otros tubos a los cual se le agregó 1 Vol. de fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1), cada uno se agitó en vortex y se centrifugó a 13000 rpm 

durante 10 min. Para cada tubo se tomó la fase acuosa y se pasó a otro tubo, al cual se volvió a 

adicionar 1 Vol. fenol-cloroformo-alcohol isoamílico, se centrifugo a 13000 rpm durante 10 min, 

para separar la fase acuosa, nuevamente se transfirió a otro tubo, al cual se adicionó 1 Vol. de 

cloroformo para retirar el fenol, se agitó en vortex y se centrifugó 10 min a 13000 rpm, la fase 

acuosa fue transferida y se agregaron 2 Vol. de etanol absoluto frío y 0.1 vol. de acetato de sodio 

3M pH 7, el cual se homogeneizó manualmente y se dejó precipitar a -20 °C durante 40 min. 

Transcurrido este tiempo, se centrifugó a 13000 rpm durante 10 min, se decantó el sobrenadante y 

la pastilla fue lavada con etanol frío al 70 %, el tubo fue centrifugado durante 5 min a 13000 rpm, 

se decantó el sobrenadante y la pastilla se dejó secar a temperatura ambiente. La pastilla seca fue 

resuspendida en 100 μl de agua pisa estéril y se almacenó a -20 °C para su posterior uso. 

 

 

Extracción de DNA plasmídico de E. coli Método de lisis alcalina 

Para la obtención del vector de clonación pBluescriptII KS (-) (Stratagene) y el vector de 

expresión pQE-30 (Qiagen), a partir de una placa de LB (Luria Bertani con ampicilina (LB-amp) 

10 g de peptona de caseína, 10 g de cloruro de sodio, 5 g de extracto de levadura pH 7 + 100μg/ml 

de ampicilina) con los cultivos crecidos de E. coli que contenían los plásmido correspondiente, se 

tomó una colonia aislada de cada una y se inoculó en 50 ml de medio LB (LB + amp), los cultivos 
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fueron incubados con agitación constante a 200 rpm y 37 oC durante 18 h, posteriormente el cultivo 

se centrifugó 15 min a 3500 rpm, se desechó el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 3 ml 

de solución Birnboim I (Glucosa 50 mM, Tris HCl 25 mM y EDTA 10 mM pH 8), posteriormente 

se agregaron 6 ml de solución Birnboim II (NaOH 0.2 N y SDS 1%) y se mezcló. Para finalizar se 

agregaron 4ml de solución Birnboim III (acetato de potasio 5 M y ácido acético glacial 10 %) y se 

mezcló, posteriormente se centrifugaron los tubos 15min a 3500 rpm. El sobrenadante de cada uno 

se trasfirió a un tubo falcón de 50 ml, con ayuda de una gasa estéril para evitar los restos celulares, 

al sobrenadante se agregaron 0.6 volúmenes de isopropanol y se dejó a -20 °C para precipitar. Esto 

se centrifugó 15 min a 3500 rpm, se retiró el sobrenadante y la pastilla al fondo del tubo se dejó 

secar y se resuspendió en 200 µl de agua inyectable PiSA®. Las muestras extraídas de ADN 

plasmídico fueron analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa a 0.9% para verificar la 

extracción. Posteriormente los plásmidos se trataron con RNasa y se purificaron por fenolización, 

el proceso fue verificado mediante electroforesis y las muestras fueron almacenadas a -20 °C. 

 

 

Digestión de vector de clonación pBluescriptII KS- 

 

Para el caso del plásmido de clonación pBluescriptII KS (-) se realizaron digestiones con la 

enzima de restricción EcoRV (Fermentas®), colocando en un tubo eppendorf estéril 3 µl de buffer 

10X (EcoRV buffer 10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0.1 mg/mL BSA.), 

aproximadamente 1 µg de DNA plasmídico y agua inyectable PiSA® estéril para un volumen final 

de 30 µl. Se colocó 2 µl de enzima EcoRV, se homogeneizo suavemente y se incubó a 37 °C durante 

3 horas. 

La digestión del vector de clonación se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa a 0.8 %, 

el gel de agarosa fue teñido con Bromuro de etidio. 

 

 

Obtención de fragmentos con extremos romos mediante amplificación por Reacción en 

Cadena de la Polimerasa. 

 

En un tubo de 200 µl para PCR se agregó agua PiSA® estéril, buffer 10X para Taq DNA 

Polimerasa/Pfx, MgCl (50 mM) /MgSO4 (50 mM), mix de dNTP´s (10 mM), oligonucleótidos 

directo (10 µM), oligonucleótido reverso (10 µM), DNA genómico de G. anatis/A. paragallinarum 

(100 ng y enzima Taq DNA polimerasa/Pfx (0.5/0.2µl), se mezclaron suavemente y se colocaron 

en termociclador (Biorad®), las condiciones del programa de amplificación fueron las siguientes: 
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un ciclo a 95 ºC durante 01:30 minutos; 30 ciclos a 94 ºC durante 30 segundos (desnaturalización). 

La temperatura de alineamiento depende de la TM de cada par de primer a utilizar y el tiempo fue 

01:30 minutos, 72 ºC por 02:00 minutos (extensión); y un ciclo final a 72 ºC por 4 minutos. La 

reacción se realizó en un termociclador Biorad T100. Los productos de PCR amplificados fueron 

analizados mediante electroforesis en gel de agarosa en concentración de 0.8 % a 100 V durante 

aproximadamente 45 min en una cámara de electroforesis (Biorad®). El gel de agarosa se tiñó con 

Bromuro de etidio y se visualizó mediante transiluminador UV (UVP®). 

 

 

Ligación de los fragmentos de interés al vector de clonación. 

 

Los diferentes productos de PCR reamplificados con DNA polimerasa Pfx (Invitrogene®) 

se ligaron al vector pBluescriptII KS (-) previamente digerido con la enzima de restricción EcoRV, 

la reacción de ligación contenía: 3 µl de Buffer T4 ligasa (T4 ligasa Buffer 400 mM Tris-HCl, 100 

mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP (pH 7.8 at 25 °C), 1 µl de enzima T4-DNA ligasa (5 U/µl), 

100 ng de inserto y 300 ng de plásmido. En los experimentos de ligación, la proporción vector: 

inserto utilizada fue de 1:3. La reacción de ligación se llevó a cabo a 37 °C durante 2 horas y 

posteriormente se dejó a 16 ºC durante aproximadamente 18 h, posteriormente se realizó el 

protocolo de transformación por choque térmico en células competentes de E. coli DH5α. 

 

 

Obtención de células competentes de E coli por cloruro de rubidio y trasformación por 

choque térmico. 

 

De una placa con cultivo fresco (18 horas), se tomó una colonia aislada y se inoculó en 5 

ml de medio LB (10 g de Peptona de caseína, 10 g de Cloruro de Sodio, 5 g de Extracto de Levadura 

pH 7.0) se dejó crecer toda la noche a 37 °C en agitación constante, estos precultivos se usaron 

para inocular matraces con 250 ml de medio LB, los cultivos fueron incubados con agitación 

contante a 37 °C, hasta alcanzar una D.O.600=0.6 (aproximadamente 3 horas). Los cultivos fueron 

centrifugados a 4 °C 4000 rpm durante 10 min, se retiró el sobrenadante, la pastilla se resuspendió 

en solución reguladora I (10 mM de RbCl, 45 mM MnCl2, 88 mM KAC, 10 mM CaCl2, 0.5 mM 

LiCl, 15 % de glicerol pH 5.8), se dejó reposar 15 min en hielo y se centrifugó durante 10 min a 

3000 rpm a 4 °C, se retiró el sobrenadante y se agregaron 2 ml de solución reguladora II (10 mM 

MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCl y 15 % de glicerol pH 7.0). Se disolvió la pastilla suavemente 
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y se dispuso en alícuotas de 200 µl en tubos eppendorf, las cuales se almacenaron a -70 °C hasta 

su posterior uso. 

Para la transformación de E. coli DH5α, se comenzó descongelando un vial de células 

competentes almacenado a -70 °C, manteniéndolos en hielo aproximadamente 3 min, tras los cuales 

se añadieron 3 µl de producto de ligación (productos amplificados con DNA polimerasa Pfx y 

plásmido pBluescriptII KS (-) digerido con enzima de restricción EcoRV) y se homogenizó 

suavemente. Se dejó reposar los tubos durante 30 min en hielo y a continuación se sometió a las 

células a un choque térmico de 10 min a 37 ºC, posteriormente se agregó 1 ml de medio LB sin 

antibiótico y se dejó incubando durante 1 hora. El cultivo se centrifugó y se decantó el 

sobrenadante, la pastilla se resuspendió en 100μl y se sembraron en placas de agar LB 

suplementadas con ampicilina (100 ng/μl), 40 μl de X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactosidasa) 20 mg/ml y 4 μl de IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido) 1 mM y se 

incubaron toda la noche a 37 ºC y se prosiguió a seleccionar clonas recombinantes. 

 

 

Selección de Clonas Recombinantes 

 

Las células transformadas fueron inoculadas en medio LB sólido con ampicilina (100ng/μl), 

40μl de X-Gal 20mg/ml y 4μl de IPTG 1mM, fueron incubadas durante 24 h a 37 oC. Se 

seleccionaron aquellas que no fueron capaces de llevar a cabo la α-complementación de la β-

galactosidasa, es decir colonias blancas, ya que estaban constituidas por clonas recombinantes en 

las cuales el amplicón se había insertado correctamente en la zona de clonación múltiple del vector 

interrumpiendo así el gen lacZ y la expresión de la enzima β-galactosidasa. Estas colonias fueron 

sembradas en otra placa de LB de las mismas características que las anteriores, para comprobar el 

fenotipo de las transformantes. Las colonias transformantes fueron también sembradas en tubo 

falcón con 5ml de caldo LB suplementado con ampicilina (100ng/μl), fueron incubados con 

agitación a 37°C durante 18 horas. Transcurrido este tiempo se extrajo el DNA plasmídico de las 

posibles transformantes seleccionadas.  

Para comprobar la presencia del inserto se realizaron digestiones de DNA plasmídico con enzima 

de restricción EcoRI para linearizar los plásmidos, para la visualización de los diferentes tamaños 

obtenidos tras la digestión se realizó una electroforesis en gel de agarosa en concentración de 0.8% 

y se corrió a 100 V durante aproximadamente 45 min en una cámara de electroforesis (Biorad®). 

El gel de agarosa se tiñó con Bromuro de etidio y se visualizó mediante transiluminador UV 

(UVP®). 
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Digestión de construcciones en pBluescriptII KS (-)  

 

Para liberar los productos clonados en el vector pBluescriptII KS(-), fue necesario extraer 

DNA plasmídico de las cepas transformantes de E. coli DH5α que contenían el producto de interés, 

posteriormente se llevaron a cabo digestiones dobles de los plásmidos de interes de manera 

independiente y por separado, colocando en un tubo eppendorf estéril 15µl de buffer 10X 

dependiendo del buffer a utilizar (KpnI buffer 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM MgCl2, 0.02 % Tritón 

X-100, 0.1 mg/mL BSA.; HindIII buffer 10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0.1 

mg/mL BSA.; BamHI buffer 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0.02 % Tritón X-100, 

0.1 mg/mL BSA.), aproximadamente 1 µg de DNA plasmídico y agua inyectable PiSA® estéril, para 

un volumen final de 150 µl. Se colocó 2µl de enzima KpnI, HindIII y BamHI, se homogeneizo 

suavemente y se incubó a 37 °C durante 3 horas, al terminar el tiempo de incubación de la primera 

digestión, el DNA se precipitó con etanol absoluto y acetato de sodio 3 M pH 7 a -20 °C, se 

centrifugó 5 min a 13000 rpm y se lavó 3 veces con etanol al 70 %, posteriormente se dejó secar el 

DNA y se resuspendió en un volumen final de 135 µl con agua PiSA® estéril. A continuación, se 

repitieron las condiciones de digestión, agregando el buffer y la enzima de restricción 

complementaria para la liberación del inserto. 

La digestión del vector de clonación, así como la liberación de los insertos se verificó mediante 

electroforesis en gel de agarosa a 0.8%, el gel de agarosa se tiñó con Bromuro de etidio y se 

visualizó mediante transiluminador UV. Se cortó la banda de interés para purificar el DNA liberado 

que corresponde al inserto, el DNA fue purificado por el método freeze & squeeze (Anal Biochem. 

1983) y tras concluir la purificación del DNA digerido, se corrió una electroforesis para verificar 

dicha purificación. Finalmente, el DNA se almacenó a -20 °C para experimentos de ligación 

posteriores. 

 

 

Digestión de vector de expresión pQE-30 

 

Las digestiones del vector de expresión, se realizaron por separado con mezclas de dos 

enzimas de restricción KpnI/HindIII y BamHI/HindIII (Fermentas®) dependiendo la construcción 

a digerir. 1µg de DNA plasmídico se digirieron con 2µl de las enzimas KpnI, HindIII y BamHI Las 

digestiones se realizaron de manera independiente y por separado colocando en un tubo eppendorf 

estéril 3 µl de buffer 10X (KpnI buffer 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM MgCl2, 0.02 % Tritón X-100, 

0.1 mg/mL BSA.; HindIII buffer 10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0.1 mg/mL BSA.; 

BamHI buffer 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0.02 % Tritón X-100, 0.1 mg/mL 
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BSA.), aproximadamente 1gµ de DNA plasmídico y agua inyectable PiSA® estéril. Se colocaron 

2µl de las enzimas KpnI, HindIII y BamHI, se homogeneizo suavemente y se incubó a 37 °C 

durante 3 horas.  

La digestión del vector de clonación se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa a 0.8%, 

el gel de agarosa se tiñó con Bromuro de etidio y se visualizó mediante transiluminador UV. 

 

 

Ligación de productos digeridos al vector de expresión pQE-30 

 

El DNA liberado y purificado por fenolización a partir del vector de clonación pBluescriptII 

KS (-) con las enzimas de restricción KpnI/HindIII y BamHI/HindIII, se ligó al vector de expresión 

pQE-30 previamente digerido con las mismas combinaciones de enzimas de restricción. Las 

condiciones de ligación fueron las mismas descritas en el apartado de clonación y ligación. 

 

 

Inducción y Expresión de Proteínas recombinantes 

 

Las transformantes de E. coli que contenían el plásmido con la secuencia del gen de interés, 

fueron cultivadas en 5 ml de caldo LB adicionado con ampicilina (100 µg/ml) y kanamicina (50 

µg/ml). Los cultivos fueron incubados durante 18 h a 37 ºC en agitación. Se inocularon 500 µl de 

la muestra en 30 ml de caldo LB adicionado con ampicilina (100 µg/ml) y kanamicina (50 µg/ml) 

y se incubó a 37 ºC en agitación durante 3 horas para obtener un crecimiento celular de una D. 

O600nm de 0.6, una vez alcanzada la D. O, se tomó una muestra de 1 ml y se guardó como tiempo 

cero sin inducir. A continuación, se agregó IPTG (1 mM/ml) y se incubó el cultivo durante 24 h a 

37 ºC en agitación.  

Se realizó una cinética de inducción, se tomaron muestras de 1 ml cada hora durante las primeras 

cinco horas de inducción y a las 24 horas como tiempo final y se colocó en tubo eppendorf, los 

tubos fueron centrifugados 2 min a 13000 rpm para bajar pastilla, se decantó el sobrenadante y se 

retiró el exceso, finalmente se guardó el tubo con la pastilla a -20 °C para su posterior análisis  

La expresión de las proteínas recombinantes fue evaluada y analizada mediante SDS-PAGE frente 

a un marcador de peso molecular Biorad dual color de 10-250 KD, se utilizaron como controles 

cultivos de E. coli cepa M15 sin transformar y un cultivo de E. coli M15 transformadas con el 

plásmido pQE-30 vacío. 
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Obtención de proteínas totales 

 

Las pastillas obtenidas se resuspendieron en 50 µl de buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.5 y 

lisozima (1 mg/ml) (en frío), esta mezcla se dejó incubando durante 20 min a 37 °C, transcurrido 

el tiempo los tubos se colocaron en hielo y se agregaron 50 µl de buffer 2X de carga con β-

mercaptoetanol (5 %), para posteriormente hervirlos durante 5 min, al concluir el tiempo los tubos 

se depositaron en hielo para su posterior análisis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE. 

 

 

Purificación de proteínas recombinantes por cromatografía de afinidad 

 

Las proteínas recombinantes obtenidas en este trabajo, fueron inducidas utilizando IPTG (1 

mM) y el vector de expresión pQE-30, el cual tiene una etiqueta de histidinas en el mismo marco 

de lectura que la proteína clonada, la cual se adiciona en la región amino terminal de la proteína, 

lo cual fue útil en el proceso de purificación por afinidad en una columna de resina de sefarosa 

cargada con Ni2+ los cuales interactúan con los nitrógenos de los anillos imidazólicos de los 

residuos de histidina. 

En los siguientes apartados se describe la forma en la que se obtienen las fracciones solubles 

de lisados de células bajo condiciones nativas y desnaturalizantes, los cuales se utilizaran para 

realizar la purificación de proteínas. 

 

 
Fraccionamiento de Proteínas solubles 

 

Cultivos de 30 ml que fueron inducidos con IPTG (1 mM/ml), se dividieron en tres y se 

centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min, se decantó el sobrenadante y se almacenaron las pastillas 

(fracción celular) a -20 °C para su posterior uso. 

La pastilla correspondiente a 10 ml se resuspendió en 1 ml de buffer de unión nativo (fosfato de 

sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 10 mM y Tritón X-100 al 0.03 %). Se 

agitó la mezcla durante 10 min a temperatura ambiente. Se sonicaron las muestras en hielo con 60 

pulsos durante 2 min en intervalos de 10 segundos. Por último, la muestra se centrifugó 5 min a 

13000 rpm. De esta manera, las proteínas contenidas en la fracción soluble se separaron de los 

restos celulares contenidos en el pellet (fracción insoluble). El sobrenadante se transfirió a un tubo 

eppendorf nuevo, la fracción insoluble se resuspendió en Buffer de Unión condiciones 
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desnaturalizantes (urea 8 M, fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 10 mM Ajustado a 

pH 8), de ambas fracciones se tomaron 50 µl para su análisis en SDS-PAGE. 

 

 

Obtención de Fracción solubles de lisados de células bajo condiciones nativas (Qiagen) 

 

Se resuspendió la pastilla correspondiente a 10 ml de muestra en 1 ml de Buffer de unión 

nativo, mezclado con lisozima (1 mg/ml), se agitó la mezcla durante 10 min a temperatura 

ambiente, el volumen se dividió en 3 tubos eppendorf (1 ml en cada tubo) y se sonicaron las 

muestras en hielo con 60 pulsaciones durante 2 min en intervalos de 10 segundos. Por último, la 

muestra se centrifugó 5 min a 13000 rpm. De esta manera, las proteínas contenidas en la fracción 

soluble se separaron de los restos celulares contenidos en la pastilla celular (fracción insoluble). El 

sobrenadante se transfirió a un tubo eppendorf nuevo y se tomó una alícuota de 50 µl para su 

análisis en SDS-PAGE, el resto se purificó mediante columna de afinidad. 

 

 

Obtención de Fracción solubles de lisados de células bajo condiciones desnaturalizantes 

(Qiagen) 

 

Se resuspendió la pastilla correspondiente a 10 ml de muestra en 1 ml de buffer de unión 

desnaturalizante (urea 8 M, fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 10 mM pH 8). Se 

agitó la mezcla durante 10 min a temperatura ambiente, el volumen se dividió en 3 tubos eppendorf 

(1 ml en cada tubo) y se sonicaron las muestras en hielo 60 pulsaciones durante 2 min en intervalos 

de 10 segundos. Por último, la muestra se centrifugó 5 min a 13000 rpm. El sobrenadante se 

transfirió a un tubo eppendorf nuevo y del sobrenadante se tomó una alícuota de 50 µl para su 

análisis en SDS-PAGE, el resto se purificó mediante columna de afinidad. 

 

 

Purificación de proteínas recombinantes bajo condiciones nativas (Qiagen) 

 

Se preparó la columna de purificación con 1 ml de resina NTA-Níquel (Qiagen®) y se dejó 

sedimentar por gravedad, posteriormente a la columna de purificación NTA-Níquel, se le adicionó 

1 ml de sobrenadante obtenido a partir de la lisis de bacterias en condiciones nativas, dejando un 

tiempo de retención para que la muestra interactúe con el Níquel de 20 min, transcurrido este 

tiempo se colecto la fracción líquida no retenida y se almacenado a 4 °C para su posterior análisis 

en SDS-PAGE.  
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A la columna con la muestra de proteína retenida se le adicionaron 4 ml de buffer de lavado (fosfato 

de sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 50 mM y Tritón X-100 al 0.03 %), se 

colectó la fracción líquida obtenida, la cual se mantuvo 4 °C para su análisis en SDS-PAGE.  

Para finalizar se adicionaron a la columna 4 veces 0.5 ml de Buffer de elución (fosfato de sodio 50 

mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 250 mM) y se colectaron fracciones de 0.5 ml, las 

muestras fueron almacenadas a 4 °C para su análisis en SDS-PAGE. 

 

 

Purificación de proteínas recombinantes bajo condiciones desnaturalizantes (Qiagen) 

 

 

Se preparó la columna de purificación con 1 ml de resina NTA-Níquel (Qiagen®) y se dejó 

sedimentar, posteriormente a la columna de purificación NTA-Níquel, se le adicionó 1 ml de 

sobrenadante obtenido a partir de la lisis de bacterias en condiciones desnaturalizantes, dejando un 

tiempo de retención para que la muestra interactúe con el Níquel de 20 min, transcurrido este 

tiempo se colecto la fracción líquida no retenida y se almacenado a 4 °C para su posterior análisis 

en SDS-PAGE.  

A la columna con la muestra de proteína retenida se le adicionaron 4 ml de buffer de lavado (8M 

urea, fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 50 mM ajustado a pH 6.3), se colectó la 

fracción líquida obtenida, la cual se mantuvo 4 °C para su análisis en SDS-PAGE.  

Para finalizar se adicionaron a la columna 4 veces 0.5 ml de buffer de elución desnaturalizante (8M 

urea, fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 250 mM ajustado a pH 4.5) y se colectaron 

fracciones de 0.5 ml, las muestras fueron almacenadas a 4 °C para su análisis en SDS-PAGE. 

 

 

Diálisis de las proteínas purificadas  

 

Los sacos de diálisis empleados fueron de Membrana tubular de celulosa regenerada (Cellu 

Sep T2®), tienen un tamaño de poro de 28 µm y tienen un corte de peso molecular (MWCO) de 

6000 a 8000 kDa, son planos de 10 mm y su capacidad de diálisis es de 0.32 ml Vol/cm.  

Se realizaron diálisis individuales de las proteínas purificadas, por los que se prepararon sacos de 

diálisis de 25 cm para cada proteína los cuales se cortaron y se hirvieron durante 10 min en una 

solución de bicarbonato de sodio al 2 % y EDTA 1 mM pH 8, posteriormente los tubos se 

enjuagaron con agua destilada y se hirvieron nuevamente durante 10 min en solución de EDTA 1 

mM pH 8 Los tubos de diálisis se dejaron enfriar y se almacenaron a 4 °C hasta su posterior uso. 
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Para la diálisis de las proteínas estructurales y adhesinas purificadas, primero se selló un extremo 

del saco de diálisis, se aseguró que no presentara fuga, se colocó 5 ml de cada proteína purificada, 

a continuación, se selló el otro extremo del saco de diálisis y se aseguró que no tuviera fuga. El 

saco de diálisis con la proteína purificada se dejó dializando en PBS (NaCl, KCl, NaHPO4 y 

KH2PO4) a 4 °C en agitación durante 6 horas, realizando un cambio de PBS cada 2 horas. 

Al finalizar la diálisis, los sacos de diálisis se pusieron en contacto con sacarosa comercial para 

disminuir el volumen y concentrar la proteína, para finalizar las muestras se colectaron en 

fracciones de 0.5 ml y se almacenaron a -20 °C para su análisis en SDS-PAGE. 

 

 

SDS-Page (Sambrook, et al., 1989) 

 

Los ensayos de expresión, purificación y diálisis se evaluaron mediante electroforesis en 

gel de poliacrilamida (PAGE) en condiciones desnaturalizantes (dodecil sulfato de sodio -SDS-), 

utilizando geles discontinuos: un gel concentrador y uno separador  

Las muestras se prepararon con Buffer de carga SDS 2X (Tris-Cl 100 mM pH 6.8, SDS 4 %, 

Bromofenol Blue 0.2 %, Glicerol 20 % y β-mercaptoetanol 5 %) 

Se prepararon geles de SDS-PAGE al 10 % (30 %de acrilamida, 1.5 M tris-Cl pH 8.8, SDS 10 %, 

persulfato de amonio al 10 % y TEMED). Se cargaron 20 µl de cada muestra tratada como se 

mencionó anteriormente en cada pozo. El gel se corrió a 80 volts durante 2 horas, el gel fue teñido 

con azul de Coomassie por 3 horas en agitación, posteriormente se retiró el colorante y de agregó 

solución desteñidora por 3 horas aproximadamente (ácido acético glacial 10%)  

 

 

Transferencia de Proteínas a Membrana de Nitrocelulosa (Sambrook, et al., 1989) 
 

 

Las proteínas fueron transferidas electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa, 

dónde quedaron inmovilizadas para permitir la detección con un anticuerpo. 

Se agregó buffer de transferencia (39 mM de Glicina, 48 mM de Tris, 0.037 % de SDS y 20 % de 

metanol ajustado a pH 8.3) a la cámara de electroforesis, donde se colocó el cassette que contenía 

el gel de poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa, en medio de dos piezas de papel filtro, 

seguido de dos esponjas. Todo esto se colocó evitando dejar burbujas entre cada pieza. Finalmente 

se cerró el cassette y se montó en el aparato de transferencia evitando la formación de burbujas. La 
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cámara se colocó en hielo y se corrió a 0.3 Amperes durante 1.5 horas, al finalizar, la membrana 

se colocó en solución bloqueadora (Leche en polvo sin grasa al 5 %, TBS-Tween 20 0.1 % pH 7.4) 

y el gel fue teñido con azul de Coomassie para verificar que se realizó una eficiente transferencia 

de las proteínas. 

 

 

Western Blot (con anticuerpos acoplados a fosfatasa alcalina) (Sambrook, et al.,1989) 

 

Se corrió un gel SDS-PAGE al 15 %, se realizó la transferencia a membrana de 

nitrocelulosa. La membrana se bloqueó toda la noche en agitación con 15 ml de solución 

bloqueadora (Leche en polvo sin grasa al 5 %, TBS-Tween 20 0.1 % pH 7.4). Al finalizar el tiempo 

de bloqueo, la membrana fue transferida a otro recipiente donde se incubó nuevamente con 

solución de bloqueo y con el anticuerpo primario en dilución 1:500 durante 2 horas en agitación 

constante. Concluido el tiempo se realizaron 3 lavados con TBS (8 g NaCl, 0.2 g KCl, 3 g Tris) 

por 10 minutos cada uno, transcurrido el tiempo la membrana se trasfirió a otro recipiente y se 

incubó con solución de bloqueo con el anticuerpo secundario Anti-IgG de conejo acoplado a 

fosfatasa alcalina en dilución 1:5000 durante 1 hora en agitación constante. Tras finalizar este 

tiempo, se realizaron 3 lavados con TBS por 10 minutos cada uno. Las membranas se incubaron 

en Buffer para Fosfatasa Alcalina (0.1 M Tris, 0.05 M MgCL2, 0.1 M pH9.5) durante 5 min y se 

reveló con 66 µl de NBT (Nitro Blue Tetrazolium) y 33 µl de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

phosphate) en 10 ml de buffer (0.1 M Tris, 0.05 M MgCL2, 0.1 M NaCl pH 9.5). 
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