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Resumen 
 

Cruz-Bautista Rodrigo. Determinación de la expresión del gen ompA de Salmonella enterica 
serovar Enteritidis en cultivo de células HeLa transfectadas con pIHD428. (Bajo la dirección 
de: Dr. Antonio Verdugo Rodríguez y Dr. Francisco Basurto Alcántara) 
 
La salmonelosis es una enfermedad de distribución mundial causada por bacterias del 
género Salmonella que afecta mamíferos, aves, anfibios y reptiles. La Organización Mundial 
de la Salud, la U. S. Food and Drug Administration y la European Food Safety Authority la 
consideran una de las principales enfermedades transmitidas por alimentos. Reportan que 
Salmonella enterica serovar Enteritidis (SE) es la principal serovariedad asociada a la 
enfermedad en humanos, siendo la principal fuente de infección el huevo y sus 
subproductos. La proteína OmpA de SE es una proteína integral de membrana con un peso 
molecular aproximado de 34 kDa. Las células de la respuesta inmune innata reconocen 
estructuras moleculares en las células microbianas conocidas como Patrones Moleculares 
Asociados a Patógenos (PAMPs) que se unen a los receptores para PAMPs como por 
ejemplo los receptores Toll-like. La proteína OmpA posee PAMPs que pueden iniciar una 
respuesta inmune adaptativa. Se ha comprobado la producción de anticuerpos contra 
OmpA durante la infección, inoculando la bacteria completa y la proteína sola. Al medir la 
cantidad de anticuerpos producidos se observa que hay una alta frecuencia de sueros 
reactivos positivos a porinas, LPS y OmpA. Las vacunas de ADN consisten en vectores 
plasmídicos que codifican para proteínas antigénicas y que pueden ser transfectadas en 
células animales in vivo. Actualmente se utilizan para producir una respuesta inmune 
humoral y celular protectora en una amplia variedad de modelos animales preclínicos, para 
enfermedades virales, bacterianas y parasitarias. El objetivo de este trabajo fue determinar 
la expresión de la proteína OmpA de SE mediante Western Blot, transfectando células HeLa 
con una construcción del vector pVAX1® con el gen que codifica para esta proteína 
(pIHD428) utilizando Lipofectamina®. Se demostró mediante la extracción de ADN 
episomal de células HeLa y PCR que las cantidades necesarias para transfectar bajo las 
condiciones mencionadas en este trabajo son: 25 µg de Lipofectamina® y 10 µg de ADN. 
Las células transfectadas fueron cosechadas a las 24, 48 y 72 h junto con los 
sobrenadantes para obtener y precipitar las proteínas totales; así mismo se emplearon dos 
métodos para la obtención de proteínas de la monocapa: lisis mecánica y la utilización de 
un buffer de lisis seguido de la precipitación con ácido tricloroacético. Las proteínas totales 
se separaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes mediante electroforesis. 
Posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa donde se enfrentaron a 
anticuerpos policlonales contra OMPs de SE y un anticuerpo secundario monoclonal anti - 
IgG de conejo. No se detectó la expresión de OmpA tanto en monocapa como en 
sobrenadante, en ninguno de los tiempos, así como en ninguno de los tratamientos 
realizados a las muestras. 
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1. Introducción 

1.1  Salmonelosis 

La salmonelosis es una enfermedad de distribución mundial causada por el género 

Salmonella que afecta mamíferos, aves, anfibios y reptiles.1, 2 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), la U. S. Food and Drug Administration 

(FDA) y la European Food Safety Authority (EFSA) la consideran una de las 

principales causas de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs).1, 3, 4 Varios 

alimentos se han implicado en los brotes debidos a Salmonella enterica; sin 

embargo, los alimentos de origen animal, y específicamente los productos y 

subproductos de la avicultura incluyendo carne y huevo, se han visto implicados en 

mayor medida.5, 6 Los principales serotipos asociados a ETAs son Salmonella 

entérica subesp. enterica serovar Enteritidis (SE) y serovar Typhimurium (ST).1, 5, 6 

En humanos estos serotipos provocan gastroenteritis que puede ir de media a grave 

caracterizada por diarrea, fiebre, dolor abdominal y deshidratación.1, 7 En algunos 

pacientes se puede presentar bacteremia y septicemia.8 

En aves se desarrolla la llamada paratifoidea que en casos agudos provoca la 

muerte súbita. En los crónicos las aves presentan diarrea fétida de color amarillento, 

pérdida del apetito, debilidad y disminución en la ganancia de peso y postura de 

huevo.9, 10 

 

1.1.1 Epidemiología 

Los registros de casos en animales en la mayor parte del mundo se limitan a 

reportes clínicos sin aislamientos que corroboren la presencia de la bacteria. 
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La EFSA y el United States Department of Agriculture (USDA) a través de The 

National Veterinary Services Laboratories (NVSL) llevan registros del número de 

aislamientos y cepas presentes en humanos, así como, en distintas especies 

animales anualmente. 

En el reporte de la EFSA publicado en enero de 2015 se reportó que durante el año 

2013 se aisló Salmonella spp. del 3.1% de todas las aves de producción (engorda 

y postura), el 2.6% de las gallinas de postura fueron positivas a Salmonella spp. y 

la prevalencia de SE y ST en gallinas de postura fue de 0.78% y 0.22% 

respectivamente.5 Por otra parte los NVSL reportan en 2014 que durante 2013 SE 

y ST fueron las principales serovariedades aisladas en aves, representando el 

74.6% y 1.3%, respectivamente en muestras clínicas de aves y 47.6% y 27% en 

muestras no clínicas.12 

En México solamente se elaboran reportes clínicos que sugieren la infección por 

Salmonella y solo en algunos casos se llega al aislamiento pero no se llega a la 

clasificación en serotipos o fagotipos.11 En 2004 por primera vez en el país el 

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) 

llevó a cabo la fagotipificación de 73 aislamientos confirmados por serotipificación 

de SE provenientes de la avicultura en los estados de Coahuila, Durango, Edo. de 

México, Jalisco, Morelos, Oaxaca, Puebla y Querétaro. Gracias a la determinación 

de la susceptibilidad de serovariedades de Salmonella a ciertos bacteriófagos se 

pueden agrupar en fagotipos, para propósitos epidemiológicos se asume que 

aquellos aislamientos que pertenecen al mismo fagotipo tienen relación 

epidemiológica entre sí. En este estudio, 14 se identificaron como fagotipo 4 

(aislados de reproductoras y pollo de engorda) y 29 como fagotipo 8 (aisladas de 
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progenitoras, reproductoras, gallinas de postura comercial, pollo de engorda, 

nacedoras y huevo).11 

Mundialmente, la OMS, estima decenas de millones de casos de salmonelosis en 

humanos cada año que resultan en cientos de miles de muertes.1 Desde principios 

de los años 90’s han surgido cepas resistentes a antimicrobianos y que han hecho 

que sea considerada actualmente como un serio problema de salud pública.13 

A partir de 1980 se produjo un aumento mundial de casos de infecciones por SE en 

humanos. La EFSA reporta 82,694 casos de salmonelosis confirmados en humanos 

durante 2013; SE fue la principal serovariedad asociada a la enfermedad en 

humanos que se infectaron al consumir huevo y sus subproductos, representando 

el 44.9% del total de los brotes. Otros productos involucrados son dulces y 

chocolates (10.5%), carne de cerdo (8.9%), carne de pollo (5.1%), pan (5.1%), carne 

de bovino (1.6%), productos marinos (1.0%) y vegetales (0.6%) entre otros. Durante 

este mismo periodo el 0.1% del huevo para consumo fue positivo a Salmonella spp.5 

Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) reportaron 45,828 casos de 

salmonelosis en humanos durante el 2011 y 49,004 en 2012, de estos, SE también 

fue reportada como la principal serovarierdad.12 

En México la Dirección General de Epidemiología (DGE) reporta los casos de 

salmonelosis en tres rubros: fiebre tifoidea, paratifoidea y otras salmonelosis. En 

enero de 2015, hasta la semana 53 de 2014 se reportaron 70,743 casos de 

salmonelosis, pero no se identifican las especies y serotipos involucrados.14 Sin 

embargo, sí se ha hecho un estudio de serotipificación en humanos, en el cual de 

24,349 cepas de Salmonella aisladas de humanos entre 1972 y 1999 se 

identificaron 199 serotipos donde el más común fue ST y en segundo lugar SE. 
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También se determinó que SE fue el serotipo más frecuentemente aislado desde 

1991.15 

 

1.1.2 Impacto económico 

Las principales pérdidas económicas están asociadas a la cantidad de huevo para 

consumo humano que se dejan de producir. Aves de postura aparentemente sanas 

pueden disminuir su producción anual de 10 a 20%.9 México es uno de los 

principales productores de huevo a nivel mundial ocupando el sexto lugar detrás de 

China, Estados Unidos, India Japón y Rusia. Para el año 2014 se produjeron 

2,994,254 toneladas de huevo para plato siendo el consumo per capita de 22 Kg, 

esto posiciona a México como el primer lugar en consumo de huevo fresco a nivel 

mundial. La industria avícola participó en el 63% de la actividad pecuaria del país, 

del cual el 29% corresponde a la producción de huevo.16 Además, la contaminación 

del huevo puede representar problemas para el comercio nacional e internacional.  

Se ha demostrado que existe una mayor susceptibilidad de las líneas ligeras de 

gallinas de postura a la infección por SE en contraste con las líneas pesadas para 

producción de carne.78 En 2004 se determinó la presencia de Salmonella Enteritidis 

en el huevo para consumo en la Ciudad de México. Se muestrearon 400 huevos de 

10 marcas. Se obtuvieron 131 aislamientos de 12 géneros bacterianos y uno de SE 

a partir de yema. Esto representó 0.25% de las muestras.17 También es importante 

considerar los gastos excesivos que representan la prevención, control y 

erradicación de la enfermedad en aves y humanos. La baja incubabilidad y fertilidad 

del huevo trae pérdidas económicas puesto que además de que los pollitos pueden 
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nacer enfermos se ve afectada la capacidad de reemplazo de aves para postura y 

pollo de engorda.18  

 

1.1.3 Género Salmonella 

Actualmente se usan diferentes sistemas para referirse a la nomenclatura del 

género Salmonella. Ha evolucionado del concepto inicial de un serotipo – una 

especie propuesto por Kauffmann identificando serológicamente el antígeno “O” 

(somático) y “H” (flagelar). Existen otros relacionados con las características clínicas 

de las bacterias, características bioquímicas que dividen a los géneros en 

subgéneros y más recientemente con la relación genómica entre ellas.19, 20 El 

sistema más aceptado es utilizado por el CDC y es recomendado por la OMS; este 

divide al género Salmonella en dos especies: enterica y bongori. A su vez, la especie 

enterica se subdivide en 6 subespecies, enterica (I), salamae (II), arizonae (IIIa), 

diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e indica (VI).21, 22 

La subespecie enterica actualmente incluye a más de 2500 serovariedades las 

cuales se escriben sin itálicas y con la primera letra en mayúscula. Sus nombres 

generalmente se refieren al área geográfica donde fueron aisladas por primera 

vez.22 

El género Salmonella son bacilos Gram negativos, móviles por flagelos perítricos y 

anaerobios facultativos que poseen tres antígenos principales: H (flagelo), O 

(somático) y Vi (capsular), éste último solo lo poseen algunas serovariedades como 

Salmonella Typhi. Fermentan la glucosa frecuentemente con producción de gas, 

reducen los nitratos a nitritos, descarboxilan lisina y ornitina, y son negativos a la 
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prueba de oxidasa.23 

 

1.1.4 Salmonella Enteritidis 

Salmonella Enteritidis es un serotipo altamente prevalente en aves de engorda y de 

postura. Es la principal serovariedad asociada a casos de salmonelosis en humanos 

que contraen la enfermedad al consumir alimentos contaminados alrededor del 

mundo. Estudios epidemiológicos indican como principales fuentes al huevo y sus 

subproductos. El huevo puede estar contaminado por la parte externa del cascarón 

o al interior.5, 6, 12, 13 

 

1.1.5 Patogenia 

Existen dos vías de transmisión en aves para Salmonella Enteritidis, la horizontal y 

la vertical (Figura 1). 

La transmisión horizontal es fecal – oral y se da a través del contacto con heces de 

animales o humanos infectados. Una vez que la bacteria ha sido ingerida pasa a 

través del esófago, llega al proventrículo y molleja (estómago muscular) donde 

debido a la acción de varios mecanismos moleculares sobrevive a las condiciones 

ácidas y a enzimas como la pepsina. Después recorre el intestino delgado pasando 

por el duodeno, yeyuno e íleon, siendo esta última región donde la bacteria adquiere 

un contacto estrecho con los enterocitos mediada por estructuras bacterianas 

conocidas como adhesinas. También puede colonizar los ciegos en el intestino 

grueso. Una vez adherida a las células inicia un proceso de internación mediante la 

modificación del citoesqueleto de células no fagocíticas, durante este proceso y la 
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sobrevivencia dentro de las vacuolas, la bacteria lleva a cabo la liberación de 

endotoxinas, su translocación a la lámina propia del intestino, el disparo de una 

respuesta quimiotáctica, inflamación y la destrucción del tejido. Estos eventos llevan 

a la producción de IL-8, la migración de polimorfonucleares (PMN) y a la pérdida de 

líquidos provocando diarrea. Cuando hay lisis de las células del epitelio, las 

bacterias son liberadas y son arrastradas por líquidos y/o heces hacia el exterior. El 

daño en el intestino impide una correcta absorción de líquidos y nutrimentos lo que 

lleva al animal a una disminución en sus parámetros reproductivos, depresión e 

incluso puede ocasionarle la muerte.79 En el caso de los portadores asintomáticos 

la bacteria es secretada a través de las secreciones de la vesícula biliar y finalmente 

en las heces. Se sabe que el huevo puede ser contaminado de manera horizontal 

cuando es ovopositado y entra en contacto con heces que se encuentran en el 

exterior.23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema donde se muestra la patogenia de Salmonella Enteritidis 
en aves. Vía de transmisión vertical y horizontal. (Modificado de Jaime PA.) 
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La vía vertical se refiere a la infección directa del contenido del huevo antes de la 

ovoposición, como resultado de la colonización de órganos como los ovarios y el 

oviducto del tracto reproductivo de las aves por Salmonella. Durante la colonización 

del intestino puede atravesar la mucosa a través de células M en las placas de Peyer 

y así, puede llegar por vía linfática a otros órganos y colonizarlos, como es el caso 

de ovarios y oviducto.24. 

 

1.1.6 Mecanismos moleculares de patogenicidad 

La primera barrera que debe superar Salmonella es el pH ácido del proventrículo y 

ventrículo provocado por el ácido clorhídrico (HCl).25 

Factores como el consumo de alimentos ricos en grasas o con altos contenidos de 

proteína y el incremento del pH pueden proteger a Salmonella del contenido ácido. 

También el consumo de líquidos disminuye el tiempo de paso por el estómago 

facilitando su llegada al intestino. Además, cuenta con mecanismos que buscan 

mantener el pH intracelular constante (7.6 – 7.8) como las bombas de protones que 

extraen iones del citoplasma y sistemas que inducen la descarboxilación de la lisina 

y arginina utilizando un protón lo cual incrementa el pH intracelular. Otro mecanismo 

es la síntesis de proteínas de choque ácido (Synthesis of acid shock proteins o 

ASPs), éstas son sintetizadas con el objetivo de prevenir o reparar el daño 

macromolecular causado por el ácido. 25, 26 La sustitución de ácidos grasos 

insaturados por saturados en la membrana bacteriana se ha asociado a su 

sobrevivencia cuando se enfrenta a valores de pH bajos en el estómago.27 
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En el intestino debe resistir la acción de sales biliares que tienen un efecto 

detergente sobre la membrana de la bacteria disolviéndola, además pueden inducir 

la formación de estructuras secundarias en el ARN, daño al ADN y afectar a las 

proteínas desnaturalizándolas y no permitiendo su correcto ensamblaje. Enzimas 

como la amilasa, tripsina y lipasa representan una barrera para la sobrevivencia de 

la bacteria. Los principales mecanismos por los cuales puede superar estas barreras 

incluyen bombas de flujo, sistemas de dos componentes, regulación transcripcional 

y proteínas involucradas en la regulación del ADN y el mantenimiento de la 

integridad de la membrana. Se ha demostrado que la presencia de la cadena “O” 

del LPS (Lipopolisacárido) permite a la bacteria aumentar su sobrevivencia al entrar 

en contacto con la bilis. También se sabe que Salmonella puede sobrevivir en la 

vesícula biliar, tanto de manera intracelular como extracelular formando 

biopelículas.25, 28 

Durante su paso a través del tracto gastrointestinal la disponibilidad de oxígeno 

disminuye. Las proteínas Fnr y ArcAB son responsables de regular la actividad 

metabólica en ambientes anaeróbicos. El primero es un sensor citoplasmático 

capaz de unirse a secuencias promotoras e interactúa con la subunidad RpoA de la 

ARN polimerasa para incrementar la eficiencia de la transcripción de genes 

requeridos para el metabolismo anaeróbico y reprime los asociados al transporte de 

electrones, fosforilación oxidativa y del ciclo de los ácidos tricarboxilicos. ArcAB es 

un sistema de dos componentes que es inducido bajo condiciones de 

microanaerobiosis y anaerobiosis.25. 
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La adhesión es necesaria para contrarrestar el peristaltismo del intestino y poder 

así iniciar la colonización. El contacto estrecho entre la célula hospedera y la 

bacteria es necesario para diversos eventos como la formación de biopelículas o la 

translocación de proteínas que permitan la entrada a la célula. Existen tres 

categorías de sistemas de adhesión: adhesinas fimbriales como la fimbria 

ensamblada por la vía chaperon acomodador (CUP), la fimbria polar larga (Lpf) y la 

pequeña fimbria agregativa (Tafi), las adhesinas afimbriales comprenden adhesinas 

mono y oligoméricas secretadas por un Sistemas de Secreción Tipo I o 

autotransportadas a través de la membrana bacteriana. Por ultimo las adhesinas 

atípicas, estructuras en la superficie de la membrana cuya función principal no es la 

adhesión pero que pueden tenerla como el flagelo.28, 29 

Una vez que la bacteria se ha adherido a los enterocitos activa un SST-III codificado 

en la Isla de Patogenicidad de Salmonella 1 (IPS-1) conocido como inyectosoma 

que atraviesa la membrana de la célula huésped. Este transloca proteínas efectoras 

que provocan un reordenamiento del citoesqueleto (ruffling) que permita el ingreso 

de la bacteria a células no fagocíticas. SipC y SipA se une directamente a los 

microtúbulos de actina promoviendo su polimerización y estabilizándolos, SopE y 

SopE2 lo promueven de manera indirecta actuando como factores de intercambio 

de guanina (GEF’s) que manejan el ensamblaje del citoesqueleto vía Arp2/3. Estos 

eventos forman una Vacuola Contenedora de Salmonella (SCV) debido a la unión 

de membranas por SopD y el citoesqueleto retorna a su forma original gracias a 

SptP. Conforme la SCV se interna en la célula adquiere marcadores de endosoma 

temprano y tardío; la SCV empieza a acidificarse y estos cambios son detectados 

por la bacteria a través de sistemas reguladores de dos componentes como 
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OmpR/EnvZ y PhoP/PhoQ que activan mecanismos que permiten la sobrevivencia. 

El SST-III codificado en la IPS-2 es expresado para translocar proteínas efectoras 

al citoplasma. Este lleva al posicionamiento de la vacuola en el área perinuclear 

(SopB) formando proyecciones que se unen a microtubulos y a la dineina (SifA, 

SseJ, SseF y SseG). En este sitio puede obtener vacuolas que se encuentran en la 

ruta de endocitosis y exocitosis para aumentar su tamaño y obtener nutrimentos. 

SipB activa la muerte celular mediada por la caspasa 1 tanto en enterocitos como 

en células fagocíticas y la bacteria es liberada al lumen intestinal o transportada a 

otros órganos y ganglios linfáticos (Figura 2). Su persistencia en el tracto 

reproductor está asociado a la presencia de la fimbria tipo 1 que permite la adhesión 

a la superficie del epitelio.29, 30, 31, 32 
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1.1.7 Signología 

La enfermedad se hace clínicamente aparente, desde el nacimiento hasta la tercera 

semana de edad, en el cual los brotes tienden a desaparecer. La mayoría de las 

aves que se recuperan continúan excretando la bacteria por algunas semanas y en 

ocasiones pueden persistir como excretoras durante toda su vida. En infecciones 

agudas esporádicas las aves presentan crestas y barbillas pálidas, diarrea verdosa 

o amarillenta, debilidad, deshidratación, somnolencia y empastamiento de la cloaca. 

Cuando la infección es crónica hay disminución en la ganancia de peso y, de la 

cantidad y calidad del huevo.9, 18 

 

1.1.8 Lesiones a la necropsia 

Puede existir congestión y aumento de tamaño del hígado, bazo y riñones. El hígado 

puede presentar focos blanquecinos. En algunos casos puede observarse 

contenido caseoso en el saco vitelino. Algunas veces, las aves que muestran signos 

respiratorios pueden presentar nódulos blancos en los pulmones y en el músculo 

cardíaco. Nódulos similares pueden ser encontrados en molleja y en la pared de los 

ciegos que pueden contener exudado caseoso. Las alteraciones cardíacas pueden 

producir congestión pasiva crónica en el hígado y ascitis. El pericardio puede estar 

engrosado y contener exudado seroso o fibrinoso amarillento. Algunas aves pueden 

presentar alteraciones en las articulaciones, con la presencia de un exudado viscoso 

amarillento. En adultos las lesiones pueden ser imperceptibles, sin embargo, aves 

portadoras crónicas de la bacteria pueden presentar deformación y óvulos quísticos 

con contenido caseoso. Las alteraciones del ovario y oviducto pueden llevar a 
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ovulación peritoneal y peritonitis fibrinosa. En mucosa y submucosa de buche, 

duodeno, yeyuno, íleon y ciego, se puede observar con congestión, hemorragia, 

descamación epitelial y áreas focales de necrosis coagulativa. En hígado, bazo, 

pulmón, corazón e intestino puede observarse a nivel microscópico la infiltración de 

heterófilos y macrófagos.9, 33. 

 

1.1.9 Prevención y control 

En México no existe ningún documento de referencia para el control de SE en aves 

o humanos. En otros países el control se lleva a cabo mediante un estricto protocolo 

de bioseguridad que requiere de una gran inversión en instalaciones, equipo, 

químicos y capacitación de personal. Además, se realizan tratamientos al agua y 

comida para evitar el crecimiento de bacterias, también se aplican sistemas de 

exclusión competitiva permitiendo la colonización de bacterias benéficas en el 

intestino de las aves; este manejo se realiza con la adición de prebióticos y 

probióticos.5, 6, 21 

El principal objetivo para el control de Salmonella es la prevención utilizando buenas 

prácticas de manejo e higiene para evitar la infección sistémica y su localización en 

el tracto reproductivo, así como, reducir la eliminación de la bacteria por vía fecal y 

la contaminación del huevo por esta vía. Existen vacunas vivas y atenuadas; se ha 

demostrado que estas evitan que las aves presenten signos, pero no eliminan la 

situación de los portadores asintomáticos. Además, existe el riesgo de una reversión 

a la virulencia por lo cual solo algunas han sido aceptadas y se utilizan en países 

de la Unión Europea.21 
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1.2 Proteínas de membrana externa 

La membrana externa de las Gram negativas está formada por dos bicapas lipídicas 

que crean un espacio periplásmico. Estas membranas tienen proteínas embebidas 

que permiten el paso de moléculas. Aproximadamente el 50% de la membrana 

externa corresponde a proteínas o lipoproteínas.34, 35 Algunas proteínas integrales 

como OmpA y generalmente las porinas, se expresan en altos niveles y son 

conocidas como proteínas mayoritarias. También hay proteínas minoritarias cuya 

síntesis es comúnmente inducida cuando la bacteria las necesita.34, 35. Estas 

proteínas externas pueden funcionar como receptores para bacteriófagos y 

bacteriocinas; como proteínas estructurales y como mediadoras para la 

conjugación.36, 37 

Su forma puede ser de alfa hélice u hojas beta plegadas en forma de barril. Esta 

arquitectura no solo define dos tipos de proteínas de membrana, sino que también 

se relaciona con su ubicación pues las alfa hélices solo se encuentran en la 

membrana citoplasmática y los barriles beta en la membrana externa.36 

Las porinas permiten la difusión de moléculas hidrofilicas (< 600 Da) y no muestran 

una especificidad de sustrato, pero sí cierta selectividad por cationes y aniones.34, 

35. 

 

1.2.1 Proteína de Membrana Externa A (OmpA) 
Es una de las proteínas más abundantes en la membrana externa (105 moléculas 

por célula), tiene un peso molecular aproximado de 34 kDa y es rica en láminas β 

al igual que las porinas. Su porción N-terminal está compuesta por ocho hojas β 
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plegadas en forma de barril conectadas por cuatro largos giros que están hacia el 

exterior de la membrana y cuatro pequeños hacia el interior. Su porción C-terminal 

es de forma globular con una alta proporción de α hélices que se encuentra en el 

espacio periplásmico y tiene interacción con el petidoglicano (Figura 3).36, 37, 38 

Debido a su número de copias y localización tiene una gran variedad de funciones 

como receptor de bacteriófagos que reconocen secuencias de aminoácidos en los 

giros externos mediante la proteína filamentosa p38. Su expresión también ha sido 

asociada a la resistencia al complemento uniéndose a la proteína C4bp la cual es 

inhibidora de C3b que se activa por la vía clásica del complemento. Además, se 

sabe que funciona como proteína estabilizadora, mediadora para la conjugación y 

receptor para bacteriocinas.36, 37 

También se ha sugerido que OmpA tiene un papel importante en la formación de 

biopelículas en superficies abióticas y en superficies cubiertas con colesterol.37 

 

Figura 3. Estructura tridimensional de OmpA. Numerados los 4 

giros largos hacia el exterior de la membrana. En color café la 

primera hoja beta plegada y en azul la octava y última que dan la 

forma de barril. 
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Durante la inflamación se produce una proteína conocida como amiloide sérico A 

(SAA) que se une a varias enterobacterias mediada por OmpA funcionando como 

opsonina.37 

Las células de la respuesta inmune innata reconocen estructuras en las células 

microbianas conocidas como patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs) que se unen a receptores de patrones de reconocimiento (PRRs) como 

los receptores Toll-like (TLRs).  OmpA es un PAMP que inicia la respuesta inmune 

adaptativa.37, 38 

 

1.3 Inmunidad contra Salmonella 

En gallinas que han sido infectadas naturalmente con SE, se han detectado 

anticuerpos séricos IgG y secretores IgA.39, 40 Altos niveles de anticuerpos se 

correlacionan con una menor morbilidad, mortalidad, disminución en la colonización 

de órganos, así como la disminución en la excreción en heces y en huevo.41, 42 

También se ha demostrado que un alto nivel de anticuerpos no es un factor 

imprescindible para evitar la colonización de órganos y que tampoco favorece la 

eliminación de los microorganismos pero cuando hay una respuesta inmune celular 

la eliminación de la bacteria es más eficiente. Las citocinas producidas por linfocitos 

T sensibilizados, son importantes al conferir inmunidad a las gallinas, debido a que 

aumentan el número de heterófilos circulantes y facilitan su reclutamiento en los 

sitios de infección.43, 44 

Salmonella posee diversas estructuras que pueden inducir inmunidad protectora en 

gallinas infectadas experimentalmente. Se ha medido la cantidad de anticuerpos 
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producidos mediante Western Blot, para las porinas, proteína de la membrana 

externa A (OmpA), fimbria de SE (SEF) 14, SEF21, lipopolisacárido (LPS) y 

flagelina. Se encontró que hubo una alta frecuencia de sueros positivos cuando se 

enfrentaron con porinas (97.3%), LPS (81.8%), Omp de 22.1 kDa (66.2%), OmpA 

(64.7%), SEF21 (60.8%), SEF14 (50%) y flagelina (47.3%). Sin embargo, también 

hubo reacción de LPS y porinas con sueros provenientes de gallinas no infectadas. 

Esto indica que los componentes inmunogénicos de SE son OmpA, SEF y flagelina, 

de los cuales OmpA fue la que reaccionó con un mayor número de sueros de 

gallinas infectadas naturalmente con SE. Se ha comprobado la producción de 

anticuerpos contra OmpA durante la infección, inoculando la bacteria completa y la 

proteína sola. Por esto se propone a OmpA como candidato para el diseño de un 

inmunógeno.46, 47, 48 

 

1.4 Vacunas de ADN 

Desde principios de los años 90’s se ha observado que, ADN plasmídico que 

codifica para proteínas antigénicas podía ser directamente transfectado en células 

animales in vivo para inducir una respuesta inmune.49 

Actualmente se utilizan para producir una respuesta inmune humoral y celular 

protectoras en una amplia variedad de modelos animales preclínicos para 

enfermedades virales, bacterianas y parasitarias.49, 50 Estas vacunas  de ADN tienen 

varias ventajas sobre las vacunas actuales (Tabla 1). 
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Cualidades Atributos 
Diseño Métodos de síntesis y PCR facilitan su diseño. 

Optimización de plásmidos a través de modificaciones en codones y 
estructura del ARN. 

Tiempo de 
manufactura 

Producción y formulación rápida. 
Producción a larga escala. 

Seguridad Incapaces de revertir a formas virulentas como las vacunas vivas. 
No hay necesidad de utilizar elementos tóxicos como en algunas 
vacunas inactivadas. 
Sin situaciones adversas significantes en pruebas clínicas. 

Estabilidad Más termoestables que las vacunas convencionales. 
Una vida de anaquel más prolongada. 

Movilidad Fáciles de almacenar y transportar. 
Pueden no requerir de una cadena fría. 

Inmunogenicidad Inducción de respuesta celular T y B específica a los antígenos similar 
a aquella producida por vacunas vivas atenuadas. 

 

 

Las vacunas de ADN consisten en un gen de interés que es clonado en un plásmido 

(Figura 4), que es diseñado para una óptima expresión en células eucariotas. Los 

elementos básicos de este plásmido incluyen: un origen de replicación bacteriano 

que permite su multiplicación, un gen de resistencia bacteriano a antibióticos como 

ampicilina o kanamicina para la selección de clonas, un fuerte promotor para su 

expresión en células de mamíferos como el del Citomegalovirus (CMV) o del virus 

del simio 40 (SV40),  un estabilizador de los transcritos de ARNm con secuencias 

de poliadenilación como el de la hormona del crecimiento bovino (BGH) y un sitio 

de clonación múltiple para permitir la inserción del gen de interés.49, 50, 51 

Tabla 1. Ventajas de las vacunas de ADN. (Modificado de: Kutzler MA. Y Weiner DB. DNA vaccines: ready for 
prime time? Macmillan Publishers Limited. 2008.) 
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Estos vectores pueden ser inoculados por distintas vías como: subcutánea, 

intramuscular y nasal obteniendo resultados favorables. Una vez dentro de la célula 

eucariota el plásmido es translocado por mecanismos que involucran la red de 

microtubulos y su asociación a proteínas motoras en el citoplasma que le permiten 

alcanzar el núcleo y se inicia la transcripción del ARNm que después será 

traducido.51, 76 

Existen tres posibles vías por las cuales el antígeno codificado en el plásmido es 

procesado y presentado por los complejos principales de histocompatibilidad I y II 

(MHC-I y MHC-II) para producir una respuesta inmune: las primeras dos ocurren 

cuando las células transfectadas son somáticas (miocitos, queratinocitos o células 

que carecen del MHC-II) o células presentadoras de antígenos (APCs), en donde 

se lleva a cabo la presentación del antígeno endógeno por el MHC-I 

desencadenando una respuesta mediada por linfocitos CD8+ citotóxicos; la tercera 

Figura 4. Esquema que muestra las principales características de una vacuna de ADN. DNA 
vaccines: ready for prime time? Nature Reviews Genetics 9, 776-788 (October 2008) 
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vía es conocida como cross-priming, en esta vía las células transfectadas pueden 

ser somáticas o APC´s, estas liberan el antígeno debido a necrosis o apoptosis y es 

fagocitado por otras APC’s que lo presentan por medio del MHC-II, activando una 

respuesta mediada por linfocitos T cooperadores CD4+.50, 52, 53 

Actualmente existe una gran cantidad de vacunas de ADN en fases de desarrollo y 

pruebas clínicas, tanto para animales como para humanos. Si bien son pocas las 

vacunas que actualmente están en el mercado, se sigue haciendo investigación 

para que en el futuro se aprovechen sus características. Algunas de las estrategias 

que se implementan para mejorarlas son: la optimización de los transcritos, la 

adición de codones que incrementan la expresión de la proteína, la inoculación de 

adyuvantes como liposomas o micropartículas biodegradables poliméricas, la 

adición de genes que codifican proteínas inmonomediadoras y métodos de 

transfección directa de tipos de células particulares como las APCs.54, 55, 56, 57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                

22 
 

2. Justificación 

En un trabajo anterior en el Laboratorio de Microbiología Molecular del 

Departamento de Microbiología e Inmunología, realizado por Hernández-Morales I. 

(2008) se evaluó el candidato vacunal pIHD428 en gallinas de postura de la estirpe 

Bovans contra el desafío con la cepa SE FT 13a. No hubo aislamiento del 

microorganismo en el bazo de aves vacunadas, contrario a los grupos control de 

donde se aisló de 3 aves. Estos resultados sugieren que la vacunación disminuyó 

la colonización de la bacteria en órganos internos.59 Por esto es necesario evaluar 

si pIHD428 es capaz de dirigir la expresión de la proteína en cultivo celular para que 

en estudios posteriores se determine si lo puede hacer in vivo y si es capaz de 

inducir una respuesta inmune protectora. 

 

 

3. Hipótesis 

La transfección de células HeLa con la vacuna de ADN elaborada con el plásmido 

pIHD428 que contiene el fragmento ompA resultará en la expresión de la proteína 

de membrana externa OmpA de Salmonella Enteritidis. 
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4. Objetivo general 

Determinar la expresión de la proteína OmpA de Salmonella Enteritidis en células 

HeLa mediante la técnica de Western Blot para conocer la eficiencia de la 

transfección y traducción del plásmido en células eucariotas. 

 

 

4.1 Objetivos específicos 

 Realizar la transfección de los cultivos de células HeLa mediante el método 

de lipofectamina para evaluar su expresión en el sobrenadante y en las 

células. 

 Realizar la extracción de proteínas a partir de las células en la monocapa y 

el sobrenadante mediante la obtención de proteínas totales utilizando 

métodos químicos y físicos como del sobrenadante utilizando TCA para 

evaluarlos mediante WB. 

 Detectar la expresión de la proteína OmpA de Salmonella Enteritidis 

mediante la técnica de Western Blot. 
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5. Material y Métodos 

5.1 Elaboración de células electro competentes (Escherichia coli 

DH5α) 

Se utilizaron células E. coli DH5α que tienen una alta eficiencia de tranformación80, 

éstas se prepararon siguiendo la metodología descrita por Sambrook y Russell58 

con algunas modificaciones. Brevemente se sembró una colonia de la bacteria en 

50 mL de medio LB (Luria Bertani). Se cultivaron toda la noche a 37 °C con agitación 

a 250 rpm. Después se inocularon 25 mL de este cultivo en 500 mL de caldo LB, se 

incubó a 37 °C con agitación a 300 rpm y se tomaron muestras cada hora hasta 

alcanzar un valor de densidad óptica (OD) de 0.4, a una longitud de onda de 600 

nm. Seguidamente el matraz con medio se enfrió en baño de hielo durante 20 min 

y el medio se transfirió a tubos de 50 mL para centrifugar las células bacterianas a 

2500 rpm durante 15 min a 4 °C. Se retiró el sobrenadante y la pastilla se suspendió 

en 50 mL de agua Mili Q fría con 10 % de glicerol (Sigma - Aldrich®) estéril, este 

procedimiento se repitió 2 veces más. Una vez que la pastilla estuvo lo más seca 

posible se suspendió en 1 mL de agua Mili Q y se hicieron alícuotas de 40 µL cada 

una para después ser almacenadas a - 80 °C hasta su uso. 

 

5.2  Electroporación de células E. coli DH5α con pIHD428 

Para la transformación se descongelaron en hielo los tubos de 1.5 mL con células 

electrocompetentes necesarios y fueron colocadas en celdas de electroporación 

previamente enfriadas. Se añadieron 2 µL (100 ng) de plásmido purificado 

conservado anteriormente en congelación a – 20 °C y se incubó durante 1 min en 
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hielo. Se colocó cada una de las cubetas en el electroporador y se les dio un pulso 

a 25 µF de capacitancia, 2.5 kV y 200 Ω de resistencia durante 4 seg. 

Inmediatamente después se les añadió 1 mL de medio SOC a temperatura ambiente 

y se transfirió a un tubo Eppendorf® de 1.5 mL donde se incubaron durante 1 h a 

37 °C con agitación suave (100 rpm). 

Una vez incubadas se sembraron 200 µL de cada tubo en placas de agar LB con 

50 µg/mL de Kanamicina (affymetrix USB®) utilizando un asa de vidrio, se esperó 

hasta que el líquido estuviera completamente evaporado y se incubaron a 37 °C 

durante 18 h. Las colonias que crecieron se volvieron a sembrar en placas con 50 

µg/mL de Kanamicina y fueron analizadas. 

 

5.3  Extracción de plásmido por el método de lisis alcalina 

Se utilizó el método descrito por Sambrook y Russell58. Brevemente, las colonias se 

sembraron en 2 mL de caldo LB + 50 µg/mL de Kanamicina y se incubaron durante 

toda la noche en agitación a 220 rpm. Se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min 

a temperatura ambiente y se decantó el medio. La pastilla bacteriana seca se 

suspendió en 100 µL de solución I, se homogeneizó en vortex y se mantuvo a 

temperatura ambiente durante 10 min, después se agregaron 200 µL de solución II 

recién preparada y se mezcló con pipeteo suave hasta que la solución aclaró y se 

volvió viscosa. Se colocó en hielo por 10 min al término de los cuales se agregó 

solución III mezclando con vortex invirtiendo el tubo durante 10 seg, se mantuvo 5 

min en hielo y sé centrifugó a 12 000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se tomó el 

sobrenadante y se pasó a un tubo nuevo, el ADN fue precipitado con 0.7 volúmenes 
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de isopropanol e incubando durante 1 h en hielo. Después se centrifugó a 12 000 

rpm durante 5 min a 4 °C en microcentrífuga (Labnet), se decantó el isopropanol y 

el pellet se limpió con 1 mL de etanol frío al 70% mediante centrifugación a 12 000 

rpm durante 5 min a 4 °C. Una vez que el pellet se secó fue suspendido en agua 

Mili Q estéril y almacenado a -20 °C hasta su utilización. 

 

5.4  Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el 

gen ompA 

Para comprobar que el inserto ompA de Salmonella Enteritidis se encontraba en el 

vector se realizó la PCR utilizando los siguientes iniciadores59: 

 
 

Dichos iniciadores incluyen en su secuencia sitios de reconocimiento para enzimas 

de restricción, HindIII en el iniciador sentido y XbaI en el iniciador antisentido. Estos 

sitios no tuvieron utilidad práctica en este ni en los ensayos posteriores de PCR y 

digestión con enzimas de restricción. 

La reacción se llevó a cabo en 50 µL mezclando 34.5 µL de agua inyectable, 5 µL 

de amortiguador de enzima Taq polimerasa 10X (50 mM), 2.5 µL de cloruro de 

magnesio (2.5 mM), 2 µL de desoxinucleotidos trifosfato equimolar (dATP, dGTP, 

dTTP, dCTP 10 mM), 2 µL de cada uno de los iniciadores (220 pM), 1 µL de ADN 

Nombre Secuencia 

Sentido (ompA-S) 5’ CGGCCAAGCTTTGACGGAGTTCACACTTGT 3’ 

Antisentido (ompA-A) 5’ CGGCCTCTAGACCACGTTAAAGCAGGATT 3’ 

Tabla 2. Iniciadores de ompA. La secuencia de nucleótidos subrayada 

corresponde a sitios de reconocimiento para enzimas de restricción. 
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(100 ng) y 1 µL de Taq polimerasa (1 U). Estas cantidades se utilizaron en ensayos 

posteriores de PCR.59 

La mezcla se sometió a las siguientes condiciones en un termociclador Techne®: 

 

 

5.5  Ensayo con enzimas de restricción para comprobar la 

construcción 

Para verificar que el inserto se encontraba insertado en la dirección correcta y que 

se trataba del vector pVAX1 se realizó una digestión con las enzimas de restricción 

EcoRI, HindIII (Invitrogen™) y BamHI (Gibco®) (Figura 6). El ADN extraído se 

cuantificó mediante espectrofotometría a una longitud de onda de 260 nm. En un 

tubo Eppendorf® con capacidad para 0.6 µL se colocaron 2 µL de enzima (2 U), el 

ADN (1 µg) y el buffer correspondiente para cada enzima (4 µL). La reacción se 

incubó por 1 h a 37 °C en baño María. Después de inactivar la enzima a 65 °C en 

baño María se observó el patrón electroforético en geles de agarosa al 1.5% en TAE 

1X aplicando 60 volts durante 1 h y teñidos con Bromuro de Etidio a través del 

fotodocumentador (MiniLumi, Bio Imaging Systems). 

Figura 5. Condiciones de temperatura y ciclos para la PCR de ompA. 
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5.6  Extracción de plásmido para transfección  

El plásmido utilizado en los ensayos de transfección se obtuvo mediante su 

extracción con columnas Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research®). 

Brevemente a 600 µL de cultivo bacteriano se agregaron 100 µL de solución de lisis, 

se mezcló invirtiendo el tubo y se incubó durante 3 min. Después se agregaron 350 

µL de buffer de neutralización y se mezcló con un Vortex, una vez formado el 

precipitado se centrifugó a 12,000 g durante 2 min. El sobrenadante obtenido se 

transfirió a una columna teniendo cuidado de no succionar el precipitado, la columna 

se colocó dentro de un microtubo de 1.5 mL y se le dio un pulso en microcentrífuga 

a máxima velocidad durante 15 seg. Después se realizaron dos lavados al ADN en 

Figura 6. Mapa de pIHD428. En color rosa de izquierda a derecha primero el origen de 
replicación bacteriano y seguido, el promotor eucariótico. En azul el inserto ompA y 
después el gen de la Hormona del crecimiento bovino (BGH). En anaranjado el gen de 
resistencia a Kanamicina. También se muestran los sitios para enzimas de restricción. 
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la columna con soluciones incluidas en el estuche comercial dando un pulso de 30 

seg. en la microcentrífuga con cada una. Por último, el ADN fue eluido con agua 

inyectable dando un pulso de 30 seg. El plásmido extraído fue separado mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 1% en TAE 1X, cuantificado y almacenado a -

20 °C hasta su utilización. 

 

5.7 Cultivo de la línea celular HeLa 

Se descongeló un vial con células HeLa conservadas con 60% de Suero Fetal 

Bovino (SFB), 30% de Medio Mínimo Esencial (MEM Gibco®) y 10% Dimetil 

Sulfóxido (DMSO Sigma Aldrich®), se centrifugaron las células a 1000 rpm durante 

5 min y se decantó el medio. Se suspendió la pastilla en 500 μL de medio MEM y 

se transfirió en su totalidad a una botella para cultivo de 25 cm2 con 10 mL de medio 

suplementado con SFB 10%, L-Glutamina (Gibco®) 2 mM, Penicilina 100 U - 

Estreptomicina 100 µg/mL (Gibco®), Piruvato de sodio (Gibco®) 1mM y Bicarbonato 

de sodio 20mM (J.T. Baker®). Se incubaron a 37 °C con 5% de CO2 y se observaron 

periódicamente al microscopio durante los días siguientes para verificar su 

adherencia a la botella y crecimiento. Una vez establecidas se mantuvieron 

haciendo cambios el medio y cosechando con tripsina para hacer pases hasta su 

utilización en los ensayos de transfección. 

 

5.8 Transfección de células 

La transfección se llevó a cabo con Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent 

(Invitrogen™) siguiendo las recomendaciones del proveedor.60 Brevemente, se 
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sembraron células HeLa en cajas de 25 cm2 con 5 mL de medio de cultivo 

suplementado con SFB 10% hasta alcanzar una confluencia del 80%. Una vez 

alcanzada se realizó una dilución con 50 µL de Lipofectamine® (1 µg/µL) y de ADN 

plasmídico (40 µg) en 500 µL y 2 000 µL (respectivamente) de medio de cultivo sin 

SFB. Después se prepararon los complejos lípido - ADN colocando 1000 µL de la 

dilución de ADN con 500 µL de la dilución de lipofectamina en un tubo nuevo. Estos 

se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 5 min. El medio en las cajas se 

retiró y fue reemplazado con 5 mL de medio con 5% de SFB para después colocar 

750 µL de los complejos lípido - ADN. Al paso de 12, 24 y 48 h se tomó el medio 

con pipeta de manera suave para evitar tomar células adheridas, después se agregó 

1 mL de PBS para retirar de manera mecánica con un scrapper las células de la 

monocapa. 

 

5.9 Comprobación de la transfección  

Para comprobar la transfección del plásmido al interior de las células eucariotas se 

llevó a cabo una extracción de ADN episomal utilizando el método de Hirt61 (Hirt 

Preparation). Brevemente, después de la transfección e incubación de células en 

una botella de 25 cm2, se retiró el medio y fueron lavadas tres veces con PBS. 

Después se agregaron 7 mL de solución de lisis y se incubaron durante 20 min a 

temperatura ambiente, se despegaron con un descamador y se colocaron en un 

tubo tipo Falcón de 15 mL con 1.4 mL de Cloruro de sodio (NaCl) 4M (J. T. Baker®). 

El lisado celular se incubó durante toda la noche a 4 °C y se centrifugó a 17 000 g 

durante 60 min a 4 °C para recuperar el sobrenadante y agregar fenol saturado con 
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Tris pH 8 0.01M y de Ácido Etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.001M (Bio Basic 

Canada Inc). Este se agregó al sobrenadante y se centrifugó en tres ocasiones a 12 

000 rpm durante 5 min a 4 °C. Posteriormente, el ADN se precipitó con dos 

volúmenes de isopropanol (J. T. Baker) y 0.1 volúmenes de acetato de sodio 

(NaC2H3O2) 3M (J. T. Baker®) en congelador a -20 °C durante toda la noche. El 

ADN se obtuvo centrifugando a 12 000 rpm durante 10 min a 4 °C y las sales 

restantes se eliminaron con tres lavados de etanol al 70%, 90% y 100%, 

respectivamente. Como control negativo, se obtuvo ADN mediante el mismo 

procedimiento de células que no fueron transfectadas. 

Los pellets obtenidos se suspendieron en 20 µL de agua inyectable, se verificó la 

presencia de ADN en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X para posteriormente ser 

utilizado en una PCR con los iniciadores de ompA y así corroborar le presencia del 

plásmido o su ausencia en el caso del control negativo. Los productos obtenidos se 

comprobaron con enzimas de restricción (BamHI y EcoRV). Se utilizaron 5 µL (1 µg) 

de ADN producto de la PCR, 4 µL de buffer de enzima 10X, 2 µL de enzima (1 U/µL) 

y 6 µL de agua inyectable, la reacción se llevó a cabo en baño maría a 37 °C durante 

1 h. El resultado de la digestión se observó en geles de agarosa al 1.5% en TAE 

1X. 

 

5.10 Obtención de proteínas de membrana externa de Salmonella 

Enteritidis 

Para obtener OmpS de SE se siguió un protocolo amablemente proporcionado por 

el Dr. Oropeza-Navarro R. del Instituto de Biotecnología de la UNAM. Brevemente, 
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se inoculó una colonia de Salmonella enterica subesp. enterica serovar Enteritidis 

en 5 mL de caldo LB, se incubó durante toda la noche a 37 °C en agitación a 220 

rpm. El cultivo fue concentrado en un micro tubo de 1.5 mL, una vez obtenida, la 

pastilla se suspendió en 1 mL de Fosfato de Sodio Dibásico (Na2HPO4) 10mM pH 

7.2 (J. T. Baker®) y se centrifugó a temperatura ambiente durante 2 min a 12000 

rpm. Se eliminó el sobrenadante y se suspendió en 500 μL de Na2HPO4 10mM pH 

7.2 por medio de pipeteo sin hacer espuma. Después se sonicó (por pulsos) hasta 

que la muestra se clarificó. Se centrifugó a temperatura ambiente durante 2 min a 

12000 rpm para luego tomar el sobrenadante y depositarlo en un micro tubo limpio. 

Este sobrenadante se centrifugó a 4 °C durante 30 min a 13200 rpm. Luego se retiró 

el sobrenadante para suspender la pastilla del lisado celular en 500 μL de Na2HPO4 

10mM pH 7.2 / Triton X-100 al 2%. Se incubó a 37 °C por 30 min para después 

centrifugar a 4 °C durante 30 min a 13200 rpm. El sobrenadante fue eliminado y la 

pastilla suspendida en 500 μL de Na2HPO4 10mM pH 7.2 para nuevamente ser 

centrifugada a 4 °C durante 30 min a 13200 rpm. Una vez más se retiró el 

sobrenadante para suspenderlo en 50 μL de PBS pH 7.4 y ser almacenado a – 80 

°C hasta su utilización. 

 

5.11 Obtención de las proteínas de la monocapa y el 

sobrenadante 

Se realizó una extracción de proteínas totales de las células en la monocapa 

mediante la adición de 200 µL de solución de lisis (Tritón X100, deoxycolato y SDS) 

incubando durante 5 min en hielo, después se precipitaron con 200 µL de ácido 
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tricloroacético (TCA) al 10% durante 10 min en hielo y se centrifugaron a 12 000 

rpm a 4 °C durante 10 min. El pellet obtenido fue lavado con 500 µL de etanol 

absoluto evitando suspenderlo. En el caso del sobrenadante, las proteínas fueron 

precipitadas agregando 200 µL de TCA al 10%, se centrifugaron a 12 000 rpm 

durante 10 min a 4 °C y se lavó la pastilla con 500 µL de etanol absoluto. Una vez 

que la pastilla se secó fue suspendido en 100 µL (dependiendo de su tamaño) de 

Tris 16μM y se almacenaron a – 80 °C hasta su utilización. 

Como método alterno para la obtención de las proteínas en la monocapa se realizó 

una lisis mecánica con una aguja de jeringa estéril y el lisado fue sometido a la 

electroforesis desnaturalizante. 

 

5.12 Cuantificación de proteínas por el método de Bradfford 

Se siguió en método descrito por Bradford MM.62 Brevemente se realizó una curva 

estándar mediante la cuantificación de diluciones de albúmina sérica bovina (BSA) 

desde 2 µg y hasta 12 µg en un 1 mL de reactivo de Bradfford utilizando un 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 595 nm. Como blanco se utilizó 1 mL 

del reactivo de Bradfford. Habiendo obtenido una curva con un mínimo de 98% de 

linearidad, se realizó la lectura de las muestras haciendo una dilución 1/20 en PBS 

y agregando 980 µL de reactivo de Bradfford. 

 

5.13 Análisis de la expresión por la técnica de Western Blot 

Se realizó una electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS - 

PAGE) para separar las proteínas en las muestras. Se prepararon geles gemelos 
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de 1.0 mm de espesor con 10 pozos, se elaboró el gel separador de acrilamida al 

12% con sello de agua en la superficie, una vez polimerizado se retiró el sello y se 

vertió el gel concentrador al 3.9% para después colocar el peine y esperar hasta la 

polimerización. Antes de depositar las muestras en los pozos se llenó la cámara de 

electroforesis con amortiguador de corrida Tris – Glicina 1X. En el primer pozo se 

colocaron 4 µL marcador de peso molecular (Gibco® BRL BenchMark™ Protein 

Ladder) y en los pozos subsecuentes las proteínas a una concentración de 1 μg/μL 

(10 μL) con amortiguador de muestra Laemmli (10μL). Éstas se calentaron en baño 

María a 100 °C durante 5 min antes de ser colocadas en el gel. 

Se aplicaron 60 V durante 1 h y 70 V durante 3 h más. Al término de la electroforesis 

se desmontó la cámara y uno de los geles se tiñó con azul de Coomassie durante 

2 h en un agitador orbital, se retiró el colorante y se agregó solución desteñidora por 

30 min en agitación suave y se restiró. Se siguió agregando solución desteñidora 

fresca hasta que se observaron las bandas de proteínas de manera clara. El 

segundo gel se montó en la cámara de transferencia junto con una membrana de 

nitrocelulosa del mismo tamaño, se llenó con amortiguador de transferencia y se 

aplicaron 100 V durante 1 h manteniendo la cámara en contacto estrecho con hielo 

para evitar el calentamiento. Pasado el tiempo se desmontó la cámara y la 

membrana se tiñó con rojo de Ponceau durante 30 min para verificar la transferencia 

de proteínas, la membrana se lavó con agua destilada hasta que se eliminó el 

colorante. Se hicieron lavados de la membrana con TBS + Tween 20 al 1% (TBS-

T) en dos ocasiones durante 5 min y dos veces más con TBS, después se bloqueó 

con 100 mL de TBS-T + 1% de leche descremada en polvo durante 1 h a 

temperatura ambiente con agitación suave. Una vez bloqueada, se incubó toda la 
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noche con un anticuerpo primario policlonal anti OMPs de Salmonella Enteritidis de 

origen conejo diluido 1/400 en 15 mL de TBS-T+1% de leche descremada, 

seguidamente se lavó la membrana con TBS-T dos veces y con TBS dos veces más 

durante 5 min cada una. Como anticuerpo secundario se utilizó un anti-IgG de 

conejo monoclonal de origen cabra conjugado con peroxidasa (Sigma Aldrich®) 

diluido 1/600 en TBS. Se incubó durante 1 h con agitación suave para luego realizar 

lavados con TBS-T y TBS. Se preparó solución reveladora (20 mL de Metanol, 100 

μL de peróxido de hidrógeno y 0.06g de 4-cloro-naftol) y se agregó a la membrana 

junto con 100 mL de TBS, una vez que se observó la reacción de revelado se detuvo 

sustituyéndola con agua destilada fría. 

 

5.14 Determinación de la concentración mínima de proteínas 

detectables en el Western Blot. 

Para determinar la concentración mínima de proteínas detectables por la técnica de 

Western Blot utilizando anticuerpos policlonales contra OMPs, se hicieron diluciones 

dobles seriadas de las OMP’s obtenidas de Salmonella Enteritidis. 

 

Dilución 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 
Concentración 1.25 

µg 
0.625 

µg 
0.312 

µg 
0.156 

µg 
0.078 

µg 
0.039 

µg 
0.019 

µg 
 

 

 

 

 

Tabla 3. Concentración de proteína en las diluciones seriadas de OMPs. 
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6. Resultados 

6.1 Obtención del plásmido pIHD428 

El plásmido pudo ser visualizado después de la lisis alcalina en un gel de agarosa 

al 1% en TAE 1X. En el carril 2 de la fotografía (Figura 7) se aprecian dos formas 

del plásmido con dos pesos distintos, ninguno de estos coincide con el peso real 

por lo que fue necesario realizar una digestión con HindIII. Esta enzima al reconocer 

una secuencia única en el vector hace un corte que permite que la molécula circular 

de ADN se alineé y pueda así observarse su tamaño real. 

                                                     1         2           3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X. 
 
Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen®). 
Carril 2: Plásmido pIHD428. 
Carril 3: pIHD428 digerido con HindIII. 

5000 pb 

3000 pb 
4367 pb 
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6.2 Comprobación de la presencia de ompA en pIHD428 

Se obtuvo un amplificado de 1,373 pares de bases (pb) que corresponde a las 1,351 

pb del gen completo ompA más las 22 pares de bases adicionadas por la 

amplificación con los iniciadores que presentaban en su secuencia los sitios de 

reconocimiento para enzimas de restricción (Figura 8). Este resultado demostró la 

presencia del gen en la construcción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Comprobación de la identidad de pIHD428 utilizando ensayos 
con enzimas de restricción  
Una vez que se determinó el peso molecular del plásmido se realizó un ensayo in 

silico (Figura 9) para generar un patrón de cortes con enzimas de restricción para 

determinar la presencia y dirección correcta del gen ompA clonado en el plásmido 

  1      2     3 

1650 pb 

1000 pb 
1373 pb 

Figura 8. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X. 
 
Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen®). 
Carril 2: Control negativo. 
Carril 3: PCR con los iniciadores de ompA a partir de pIHD428. 



                

38 
 

pVAX1. El corte con EcoRV generó dos fragmentos, uno de 1,290 pb y uno de 3,077 

pb. La enzima BamHI también generó dos fragmentos, uno de 973 pb y otro de 

3,394 pb. Ya que el gen ompA fue insertado haciendo un único corte del plásmido 

pVAX1 con la enzima EcoRI, esta liberó el gen de 1,368 pb y dejó abierto el vector 

de 2,999 pb. El resultado de las digestiones (figura 10) coincidió con el ensayo in 

silico, lo que permite corroborar la clonación del gen ompA en la dirección correcta 

en el vector pVAX1 para permitir su transcripción y traducción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Predicción in silico de la digestión de 
pIHD428 con enzimas de restricción utilizando el 

programa SnapGene®. Gel de agarosa al 1%. 
 

Carril 1: Marcador de peso molecular λ HindIII 
(Invitrogen®).  
Carril 2: pIHD428.  
Carril 3: pIHD428 digerido con EcoRV (Thermo 
Scientific®).  
Carril 4: pIHD428 digerido con BamHI (Thermo 
Scientific®).  
Carril 5: pIHD428 digerido con EcoRI (Thermo 
Scientific®).  
Carril 6: Marcador de peso molecular 1 kb Plus 
(Invitrogen®). 
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4361 pb 

2322 pb 

5000 pb 

1650 pb 

1000 pb 

 1        2         3        4        5        6 

Figura 10. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X. 
 

Carril 1: Marcador de peso molecular λ HindIII (Invitrogen®).  
Carril 2: pIHD428. Carril 3: pIHD428 digerido con EcoRV (Thermo Scientific®).  
Carril 4: pIHD428 digerido con BamHI (Thermo Scientific®).  
Carril 5: pIHD428 digerido con EcoRI (Thermo Scientific®).  
Carril 6: Marcador de peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen®). 
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6.4 Extracción de plásmido para la transfección 

Se realizó la extracción de ADN plasmídico con el estuche comercial Zyppy™ 

Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research®). En el gel se observó sin presencia de ARN 

y ADN cromosomal (Figura 11). El manual de usuario indica que el ADN obtenido 

por este medio tiene la pureza necesaria para ser utilizado en ensayos de 

transfección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.5 Establecimiento de la línea celular HeLa 

Después de descongelar las células pasaron aproximadamente 6 días antes de que 

llegaran a su tasa de replicación normal (cada 23 h). Estas presentaron una silueta 

alargada en forma de huso, lo cual indica su adherencia a la superficie formando 

una Monocapa (Figura 12). Una vez establecidas en botellas de cultivo celular 

Figura 11. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X. 
 

Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb Plus 
(Invitrogen®). 
Carril 2 y 3: Plásmido pIHD428 

  1       2      
3
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(Corning®) se realizaron subcultivos cuando alcanzaban un 80% de confluencia 

utilizando tripsina para desprender las células. Éstas se utilizaron para los ensayos 

de transfección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.6 Comprobación de la transfección 

Después de haber realizado la transfección en las células HeLa, estas se 

cosecharon y se llevó a cabo la extracción de ADN episomal. Como se observa en 

la fotografía (Figura 13) se obtuvieron grandes cantidades de ADN cromosomal. A 

pesar de que el método de Hirt se reporta para la extracción de vectores virales y 

no virales (plásmidos) de células transfectadas mucho del ADN cromosomal es 

extraído. 

La ausencia de ADN plasmídico en el gel no significa que este no esté presente, por 

esto se llevó a cabo la PCR.  

Figura 12. Células HeLa adheridas a la superficie de una botella 
de 25 cm2 con un 90% de confluencia. La observación se llevó 
a cabo en un microscopio Nikon Eclipse e200® con objetivo 10X. 
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La cantidad de ADN que logra ingresar a las células es menor al utilizado en la 

transfección y lo recuperado de las células eucariotas es muy poco, por lo que es 

improbable que sea observado en los geles de agarosa teñidos con Bromuro de 

Etidio. La PCR es un método de detección de ADN sensible que puede detectar 

incluso nanogramos, esta prueba se utilizó para comprobar la presencia del 

plásmido utilizando los iniciadores de ompA. Se lograron observar varios 

amplificados. Una banda corresponde al peso del gen ompA (1402 pb) y varias 

bandas inespecíficas por debajo del peso de este gen (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X. 
Extracción de ADN episomal de células HeLa 
transfectadas a diferentes tiempos 
Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb Plus 
(Invitrogen®).  
Carril 2: 24 h.  
Carril 2: 48 h.  
Carril 3: 72 h. 

   1      2     3     4 

1650 pb 

1000 pb 

Figura 14. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X. 
Productos de PCR con los iniciadores de ompA  
utilizando como templado el ADN extraído de 
células HeLa y ADN plasmídico.  
Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb Plus 
(Invitrogen®).  
Carril 2: Células HeLa transfectadas.  
Carril 3: Células HeLa sin transfectar.  
Carril 4: Plásmido pIHD428. 
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Para comprobar si el amplificado correspondía a ompA se realizó un ensayo de 

restricción in silico con dos enzimas de restricción (Figuras 15 y 17). La enzima 

BamHI reconoce un sitio y generó dos fragmentos, uno de 950 pb y otro de 423 pb. 

En la figura 16 se observa que el patrón generado al realizar la digestión del 

fragmento amplificado a partir de ADN de células HeLa transfectadas (carril 5) es 

idéntico al del control positivo (carril 3), que corresponde a ompA amplificado a partir 

de pIHD428.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Ensayo de restricción in silico de los productos de 
PCR utilizando los iniciadores de ompA. MW: Marcador de peso 
molecular 1 kb Plus (Invitrogen®). 
Carril 1: Producto de PCR sin digerir.  
Carril 2: Producto de PCR digerido con BamHI (Thermo 
Scientific®). 
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La segunda enzima utilizada fue EcoRV que cortó a ompA en un fragmento de 1,283 

pb y uno de 90 (Figura 17). El fragmento de 90 pb no es visible en el gel (Figura 

18) pero es evidente la pérdida de peso (carril 3 y 5) de la banda con respecto al 

amplificado completo (carril 2 y 4). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Ensayo de restricción in silico de los productos de 
PCR utilizando los iniciadores de ompA. MW: Marcador de 
peso molecular 1 kb Plus (Invitrogen®).  
Carril 1: Producto de PCR sin digerir.  
Carril 2: Producto de PCR digerido con EcoRV (Thermo 
Scientific®). 
 

Figura 16. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X. Productos de PCR utilizando los 
iniciadores de ompA teniendo como templado ADN obtenido de células HeLa y ADN 
plasmídico digeridos con enzimas de restricción. Carril 1: Marcador de peso molecular 
1 kb plus (Invitrogen®). Carril 2: Producto a partir de pIHD428 Carril 3: Producto a 
partir de pIHD428digerido con BamHI (Thermo Scientific®). Carril 4: Producto a partir 
de ADN de células HeLa transfectadas. Carril 5: Producto a partir de ADN de células 
HeLa transfectadas digerido con BamHI (Thermo Scientific®). Carril 6. Producto a partir 
de células HeLa sin transfectar. Carril 7 y 8. Producto a partir de células HeLa sin 
transfectar digerido con BamHI (Thermo Scientific®). 

1650 pb 

1000 pb 

500 pb 

  1      2       3       4      5      6      7      8 
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Todos los patrones obtenidos coinciden con el obtenido con el programa 

SnapGene®. En ambas fotografías se observa la comparación con el control 

positivo (amplificado de ompA a partir de ADN de Salmonella Enteritidis) y negativo 

(amplificados obtenidos a partir de ADN de células HeLa sin transfectar), ambos 

sometidos a las mismas condiciones y enzimas de digestión. Esto permite identificar 

al amplificado de las células trasfectadas como ompA y al del control negativo como 

una banda inespecífica. 

 

 1     2      3      4      5     6     7 

1650 pb 

1000 pb 

Figura 18. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X. Productos de PCR utilizando los iniciadores de 
ompA teniendo como templado ADN obtenido de células HeLa y ADN plasmídico digeridos con 
enzimas de restricción. Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen®). Carril 2: 
Producto a partir de pIHD428 Carril 3: Producto a partir de pIHD428digerido con EcoRV (Thermo 
Scientific®). Carril 4: Producto a partir de ADN de células HeLa transfectadas. Carril 5: Producto 
a partir de ADN de células HeLa transfectadas digerido con EcoRV (Thermo Scientific®). Carril 
6. Producto a partir de células HeLa sin transfectar. Carril 7 y 8. Producto a partir de células HeLa 
sin transfectar digerido con EcoRV (Thermo Scientific®). 
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6.7 Proteínas de membrana externa de Salmonella Enteritidis 
Las proteínas obtenidas de SE fueron visualizadas en un gel de electroforesis 

desnaturalizante, luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa donde fueron 

detectadas por los anticuerpos policlonales contra OMP’s (Figura 19). Estas fueron 

utilizadas como control positivo en los ensayos posteriores de Western Blot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

~ 35 KDa 

Figura 19. Western Blot. Proteínas 
en membrana de nitrocelulosa con 
anticuerpos policlonales de conejo 
contra Omp’s de SE y anti-IgG de 
conejo conjugada con peroxidasa de 
rábano. 
Carril 1: Marcador de peso 
molecular.  
Carril 2: Omp’s de Salmonella 
Enteritidis (OmpA). 
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6.8 Sensibilidad del Western Blot 
Para determinar la cantidad mínima detectable de proteína en el WB se hicieron 

diluciones dobles seriadas de OMPs de SE. En la figura 20 se observa el patrón 

electroforético de las OMPs. De izquierda a derecha se observa la disminución 

gradual de la concentración proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez realizada la separación de proteínas en el gel de poliacrilamida el segundo 

gel se transfirió a una membrana de nitrocelulosa. En la Figura 21 se muestra la 

membrana revelada después de realizar el bloqueo e incubación con los 

anticuerpos. En los carriles del 2 al 6 se observa una señal suficiente para 

determinar la presencia de OmpA. En este ensayo se demostró que 0.125 µg de 

proteína es la cantidad mínima detectable utilizando las condiciones descritas en 

Materiales y Métodos. 

Figura 20. Gel desnaturalizante de poliacrilamida - SDS. Gel concentrador (4%) 
- Gel separador (12%). Teñido con Azul de Comassie Carril 1: Marcador de 
peso molecular Benchmark™ Protein Ladder. Carril 2: 2 µg. Carril 3: 1 µg. 
Carril 4: 0.5 µg. Carril 5: 0.25µg. Carril 6: 0.125 µg. Carril 7: 0.062 µg. Carril 
8: 0.031 µg. Carril 9: 0.015 µg. Carril 10: 0.007 µg. 

   1      2        3        4       5        6        7        8       9     10 

40 kDa 

30 kDa 
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6.9 Detección de OmpA en monocapa de células HeLa y su 
sobrenadante 
 

Las células transfectadas y no transfectadas (controles) así como sus 

sobrenadantes fueron colectados a las 24, 48 y 72 h después de la transfección. 

Para determinar la presencia de OmpA se obtuvieron proteínas totales de la 

monocapa mediante 2 procedimientos: en el primero se utilizó una solución de lisis 

y fueron precipitadas con TCA al 10%, en el segundo se realizó la lisis de manera 

mecánica. Las proteínas del sobrenadante se precipitaron con TCA al 10%. Estas 

fueron separadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida mediante 

electroforesis (Figura 22, 24 y 26). 

Figura 21. Western Blot. Membrana de nitrocelulosa revelada con anticuerpos 
policlonales de conejo contra Omp’s de SE y anti-IgG de conejo conjugada con 
peroxidasa de rábano. Carril 1: Marcador de peso molecular Precision Plus 
Protein™ Dual Color Standards. Carril 2: 2 µg Carril 3: 1 µg Carril 4: 0.5 µg Carril 
5: 0.25 µg Carril 6: 0.125 µg Carril 7: 0.062 µg Carril 8: 0.031 µg Carril 9: 0.015 µg 
Carril 10: 0.007 µg 
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Después de separar las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, se 

bloqueó, se agregaron los anticuerpos primarios y secundarios para visualizar la 

presencia o ausencia de OmpA. En los tres tiempos, 24 h (Figura 23), 48 h (Figura 

25) y 72 h (Figura 27) se observa la presencia de la proteína OmpA únicamente en 

el control positivo que son OMPs de SE. También se observan otras bandas en el 

control que corresponde a otras OMPs detectadas por los anticuerpos policlonales. 

En el resto de los carriles no existe señal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante de proteínas - SDS. Gel 
concentrador (4%). Gel separador (12%). Muestras obtenidas a las 24 h. Carril 1: Marcador 
de peso molecular Benchmark™ Protein Ladder. Carril 2: Proteínas de la monocapa 
precipitadas con TCA (5 µg). Carril 3: Proteínas de la monocapa obtenidas por lisis 
mecánica (5 µg). Carril 4: Proteínas del sobrenadante precipitadas con TCA (15 µg). Carril 
5: Sobrenadante sin precipitar (15 µg). Carril 6: Proteínas de la monocapa de células HeLa 
sin transfectar (5 µg). Carril 7: Proteínas de membrana externa de Salmonella Enteritidis (15 
µg). 
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Figura 23. Western Blot. Membrana de Nitrocelulosa. Anticuerpo primario policlonal de conejo contra 
OMPs de SE y anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugada con peroxidasa de rábano. Muestras 
obtenidas de la monocapa y sobrenadante de células transfectadas o no. 24 h. Carril 1: Marcador de peso 
molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Bio-Rad®. Carril 2: Proteínas de la monocapa precipitadas 
con TCA. Carril 3: Proteínas de la monocapa obtenidas por lisis mecánica. Carril 4: Proteínas del 
sobrenadante precipitadas con TCA. Carril 5: Sobrenadante sin precipitar. Carril 6: Proteínas de la 
monocapa de células HeLa sin transfectar. Carril 7: Proteínas de membrana externa de Salmonella 
Enteritidis. 
 

Figura 24. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante de proteínas - SDS. Gel concentrador 
(4%). Gel separador (12%). Muestras obtenidas a las 48 h. Carril 1: Marcador de peso molecular Benchmark™ 
Protein Ladder. Carril 2: Proteínas de la monocapa precipitadas con TCA (5 µg). Carril 3: Proteínas de la 
monocapa obtenidas por lisis mecánica (5 µg). Carril 4: Proteínas del sobrenadante precipitadas con TCA (15 
µg). Carril 5: Sobrenadante sin precipitar (15 µg). Carril 6: Proteínas de membrana externa de Salmonella 
Enteritidis (15 µg). Carril 7: Proteínas de la monocapa de células HeLa sin transfectar (5 µg). 
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Figura 25. Western Blot. Membrana de Nitrocelulosa. Anticuerpo primario policlonal de conejo contra 
OMPs de SE y anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugada con peroxidasa de rábano. Muestras 
obtenidas de la monocapa y sobrenadante de células transfectadas o no. 48 h. Carril 1: Marcador de peso 
molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Bio-Rad®. Carril 2: Proteínas de la monocapa precipitadas 
con TCA. Carril 3: Proteínas de la monocapa obtenidas por lisis mecánica. Carril 4: Proteínas del 
sobrenadante precipitadas con TCA. Carril 5: Sobrenadante sin precipitar. Carril 6: Proteínas de 
membrana externa de Salmonella Enteritidis. Carril 7: Proteínas de la monocapa de células HeLa sin 
transfectar. 

Figura 26. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante de proteínas - SDS. Gel concentrador 
(4%). Gel separador (12%). Muestras obtenidas a las 72 h. Carril 1: Marcador de peso molecular 
Benchmark™ Protein Ladder. Carril 2: Proteínas de la monocapa precipitadas con TCA (5 µg). Carril 3: 
Proteínas de la monocapa obtenidas por lisis mecánica (5 µg). Carril 4: Proteínas del sobrenadante 
precipitadas con TCA (15 µg). Carril 5: Sobrenadante sin precipitar (15 µg). Carril 6: Proteínas de 
membrana externa de Salmonella Enteritidis (15 µg). Carril 7: Proteínas de la monocapa de células HeLa 
sin transfectar (5 µg). 
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En los ensayos de Western Blot la proteína OmpA de Salmonella Enteritidis no fue 

detectada en ninguno de los tiempos de cosecha de células y obtención de 

sobrenadante. Tampoco con ninguno de los dos métodos de obtención de las 

proteínas de la monocapa. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Western Blot. Membrana de Nitrocelulosa. Anticuerpo primario policlonal de conejo contra 
OMPs de SE y anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugada con peroxidasa de rábano. Muestras 
obtenidas de la monocapa y sobrenadante de células transfectadas o no. 72 h. Carril 1: Marcador de peso 
molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Bio-Rad®. Carril 2: Proteínas de la monocapa precipitadas 
con TCA. Carril 3: Proteínas de la monocapa obtenidas por lisis mecánica. Carril 4: Proteínas del 
sobrenadante precipitadas con TCA. Carril 5: Sobrenadante sin precipitar. Carril 6: Proteínas de 
membrana externa de Salmonella Enteritidis. Carril 7: Proteínas de la monocapa de células HeLa sin 
transfectar. 



                

53 
 

7. Discusión 
 

En este trabajo no se detectó la presencia de OmpA tanto en el sobrenadante como 

en la monocapa en ninguno de los tres tiempos bajo las condiciones descritas en 

Materiales y Métodos. 

Se logró determinar las condiciones ideales para la transfección de células HeLa 

con el plásmido pIHD428 utilizando Lipofectamine 2000® (Invitrogen®). La obtención 

del plásmido se realizó con Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research), el 

fabricante, en su hoja técnica indica que el ADN extraído con su producto tiene la 

pureza adecuada para su utilización de ensayos de restricción. 

La presencia del plásmido en las células transfectadas se determinó recolectando 

las células de la monocapa, realizando extracción de ADN episomal con la 

metodología de Hirt61 y llevando a cabo la PCR con los iniciadores de ompA. Se 

desconocen las causas por las cuales se observaron bandas inespecíficas cuando 

se realizó la PCR a partir de ADN obtenido de células HeLa sin transfectar, sin 

embargo, fue posible determinar la identidad de ompA mediante su digestión con 

enzimas de restricción. 

Existen estudios que han demostrado la expresión de los genes clonados en 

pVAX1® bajo la influencia del promotor CMV después de su transfección en células 

HeLa. Qiang Fang y col. (2013) detectaron la expresión de la proteasa romboide de 

Eimeria tenella después de su transfección en células HeLa con Lipofectamine 

2000® a las 48 h utilizando inmunofluorescencia63. Wang X. y col. (2013) también 

utilizaron inmunofluorescencia y RT-PCR para demostrar la expresión del gen 

ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis en cultivo de células HeLa64. 
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Usha Antony y col. (2014) detectaron en células CHO (Chinese Hamster Ovary) 

transfectadas con Lipofectame® la expresión de un fragmento de 21 kDa de la 

proteína VP2 de la cápside del virus de la enfermedad infecciosa bursal que afecta 

pollitos jóvenes (IBDV) a nivel transcripcional y traduccional mediante RT-PCR y 

WB respectivamente a las 24 h post transfección65.  

Así mismo, Yungfeng Wang y col. (2013) utilizaron el vector pVAX1 conteniendo el 

inserto del gen F (proteína de fusión) del virus de Newcastle (NDV), con este 

transfectaron células BHK (Baby Hamster Kidney) con Lipofectamine 2000®. 

Determinaron la expresión de la proteína mediante inmunofluorescencia y WB. En 

todos estos casos la confirmación del inserto en el vector se comprobó por ensayos 

con enzimas de restricción y secuenciación66. 

En el trabajo realizado anteriormente59 el gen ompA de SE fue insertado en el sitio 

múltiple de clonación del vector pVAX1®, justo después del promotor del 

Citomegalovirus humano (CMV). Este es un fuerte promotor capaz de conducir la 

expresión constitutiva de proteínas exógenas bajo su control dentro de una célula 

eucariota67,68,69. El plásmido pIHD428 incluye la secuencia de ompA, que a su vez 

contiene la secuencia para el péptido señal y un sitio de Kozak en fase con el codón 

ATG de inicio. Esto es importante pues el manual de usuario del vector pVAX1® 

indica que debe existir una secuencia Kozak de iniciación de la traducción antes del 

ATG del codón de inicio para el buen funcionamiento del promotor CMV. 

Para futuros trabajos se recomienda secuenciar la construcción para verificar la 

integridad del promotor y el gen ompA. Si alguna de estas secuencias sufrió 

mutaciones puntuales puede ser que no se lleve a cabo el inicio de la transcripción 

debido al desplazamiento, desfase o cambio de los marcos abiertos de lectura 
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(ORFs). Por otro lado, si la transcripción se lleva a cabo, la traducción y el 

ensamblaje de la proteína pueden verse alterados. Esto podría afectar el 

reconocimiento de epítopes específicos por los anticuerpos en la técnica de Western 

Blot. 

También el uso de otra técnica inmunológica como la inmunofluorescencia podría 

permitir la detección de la proteína. 

Por otra parte, se recomienda que en el futuro se utilicen otras técnicas de detección 

como RT- PCR para detectar la presencia de ARN mensajero el cual indicaría que 

hay transcripción del ADN plasmídico. 

También es probable que la eficiencia de la transfección del plásmido sea muy baja 

y que por lo tanto los niveles de expresión de la proteína también lo sean.70, 71, 72  

Además de lo anterior podría modificarse la construcción original del vector 

añadiendo una etiqueta que produzca fluorescencia al paso de cierta longitud de 

onda ligada al gen ompA, como la proteína verde fluorescente (GFP) para detectar 

la expresión por microscopia de fluorescencia e incluso en transfecciones in vivo.73, 

74 ,75 

Debido a la gran cantidad de variables que afectan la transfección76 es posible que 

con la inmunofluorescencia o la visualización por microscopia de fluorescencia se 

puedan buscar de manera más precisa las condiciones adecuadas para las células, 

cantidad de plásmido, lípidos catiónicos y tiempos de incubación para aumentar la 

eficiencia de la transfección.  

Es posible que debido a los resultados obtenidos previamente59 donde la 

inoculación del plásmido en gallinas impidió la colonización de SE en el oviducto, el 

tipo de células tenga alguna relación pues los promotores funcionan de manera 
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diferente en algunos tipos de células,82, 83 por lo que se recomienda probar la 

transfección de una línea celular proveniente de aves como las LMH 

(hepatocarcinoma de aves Leghorn). 

Por último, Poh CL. y col. demostraron la expresión de OmpA de Klebsiella 

pneumoniae mediante Western Blot clonando el gen en el vector pVAX1 y 

transfectando células de rabdomiosarcoma humano con Lipofectamina®. Además, 

demostraron la producción de una respuesta inmune humoral y celular al medir IgGs 

y citocinas en ratones inmunizados. Estos fueron desafiados con la bacteria por vía 

intradérmica y muscular, los resultados mostraron que hubo una protección del 60 

y 80% respectivamente.77  

Debido a lo reportado en la literatura el candidato vacunal pIHD428 puede seguir 

siendo evaluado pues tiene las características adecuadas para la expresión de la 

proteína y producción de una respuesta inmune. 
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8. Conclusiones 

 Se detectó la presencia del plásmido pIHD428 en células HeLa después de 

ser transfectado con Lipofectamine® 2000 (Invitrogen®). 

 Fue determinado que 0.125 µg de proteína es la cantidad mínima necesaria 

para observar una señal positiva en el Western Blot bajo las condiciones 

utilizadas en este experimento. 

 No se detectó la presencia de la proteína OmpA de Salmonella Enteritidis 

mediante la técnica de Western Blot en células HeLa transfectadas ni en el 

sobrenadante. 

 

9. Prospectivas 

 Realizar la secuenciación de la construcción pIHD428. 

 Utilizar otras líneas celulares (LMH - 1 o fibroblastos de embrión de pollo). 

 Detectar el ARN mensajero en las células eucariotas mediante la técnica 

de RT - PCR. 

 La utilización de técnicas de inmunofluorescencia para observar la 

presencia de la proteína. 

 Agregar a la construcción una etiqueta fluorescente para facilitar la 

detección de la proteína mediante fluorescencia. 
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Anexo 1. Medios de Cultivo 
Caldo Luria Bertani (LB) 

Cloruro de Sodio (JT Baker®)                                                                              10 g 

Triptona (Becton Dickinson®)                                                                              10 g 

Extracto de Levadura (Becton Dickinson®)                                                           5 g 

Agua destilada                                                                                                950 mL 

Disolver los componentes y esterilizar en autoclave durante 15 min, 15 lb de presión 
a 115 °C. 

Agar LB 

Al preparar caldo LB agregar 15 g de agar-agar (Difco®) para 1 L. 

Medio SOB 

Triptona (Becton Dickinson®)                                                                               20 g 

Extracto de Levadura (Becton Dickinson®)                                                           5 g 

Cloruro de Sodio (JT Baker®)                                                                             0.5 g 

Agua destilada                                                                                                950 mL 

Al disolver los componentes adicionarl 10 mL de KCl 250 mM, ajustar el pH a 7 .0 y 
aforar a 1 L. Esterilizar durante 20 min, 15 lb de presión y a 115 °C. Antes de utilizar 
agregar 5 mL de MgCl2 2 M. 

Medio SOC 

A 1 L de medio SOB agregar 20 mL de glucosa 1 M para obtener una concentración 
final 20 nM. 
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Anexo 2. Soluciones 
Solución TAE 50X 

Tris base (Affymetrix USB®)                                                                               242 g 
Ácido acético glacial (JT Baker®)                                                                   57.1 mL 
Ácido Etilen Diamino Tetracético - EDTA (Affymetrix USB®)                            37.2 g 
Aforar a 1 L de agua destilada. 
 
Solución de Hirt (Hirt Preparation) 

Compuesto                                                                                  Concentración Final 
Tris - HCl pH 8.0                                                                                              0.01 M 
Dodecyl Sulfato de Sodio Sigma Aldrich ® (SDS)                                              0.6% 
EDTA                                                                                                               0.01 M 

Solución de Lisis (células eucariotas) 

Compuesto                                                                                  Concentración Final 

Triton X-100                                                                                                         1 % 
Deoxicolato (Sigma Aldrich®)                                                                                     0.2% 
SDS                                                                                                                    0.1% 

Soluciones para extracción de plásmido (Lisis alcalina) 

- Solución I 

50 mM glucosa 
25 mM Tris – HCl pH 8  
10 mM EDTA pH 8 

- Solución II 

0.2 N NaOH 
1% SDS 

- Solución III 

5 M Acetato de Potasio                                                                                     60 mL 
Ácido Acético Glacial                                                                                     11.5 mL 
Agua Destilada                                                                                               28.5 mL 
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Soluciones para proteínas, electroforesis desnaturalizante y WB 

Reactivo de Bradford 

Coomasie Brillant Blue G-250                                                                         100 mg 
Etanol Absoluto                                                                                                50 mL 
Ácido Fosfórico                                                                                               100 mL 
Aforar a 1 L con agua destilada. 

Gel de Poliacrilamida Separador  

H2O destilada                                                                                                 3.35 mL 
Tris HCl pH 8.8                                                                                                2.5 mL 
SDS 10%                                                                                                         100 μL  
Acrilamida 30%                                                                                                   4 mL 
Persulfato de amonio                                                                                         60 μL 
TEMED                                                                                                                 7μL 

Gel de Poliacrilamida Concentrador  

H2O destilada                                                                                                  6.1 mL 
Tris HCl pH 8.8                                                                                               2.5 mL 
SDS 10%                                                                                                        100 μL 
Acrilamida 30%                                                                                               1.3 mL 
Persulfato de amonio                                                                                        60 μL 
TEMED                                                                                                             10 μL 

Amortiguador de corrida 

Tris base 25 mM                    3.03 g 
Glicina 192 mM                          14.4 g 
SDS 0.1%                       1.0 g 

Solución Desteñidora 

Metanol                    160 mL 
Ácido acético                     40 mL 
H2O                     240 mL 

Amortiguador de Transferencia 

Tris                                                                                                                    3.02 g 
Glicina                                                                                                             14.41 g 
Metanol                                                                                                           200 mL 
Aforar a 1 L con agua destilada 
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SoluciónTBS 

Tris base 100 mM                 12.11 g 
NaCl 150 mM                         8.76 g 

Amortiguador de carga 

0.5 M Tris - HCl pH 6.8                                                                                      1.0 mL 
Glicerol                                                                                                            0.8 mL 
SDS 10 %                                                                                                        1.6 mL 
2 – Mercaptoetanol                                                                                          0.4 mL 
Agua destilada                                                                                                 0.4 mL 
Azul de Bromofenol                                                                                       Cristales 
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