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Introducción y antecedentes 

El complejo respiratorio bovino (CRB) es causado por infecciones virales y 
bacterianas, que en combinación con factores como estrés por destete, descorne, 
hacinamiento y transporte, desencadenan un conjunto de síntomas característicos de 
esta enfermedad, la cual provoca grandes pérdidas económicas en las explotaciones 
ganaderas (Griffin 1997; Yates 1982). 

El CRB es la causa principal de morbilidad y mortalidad en los establos, por lo que 
su prevención y control mediante inmunización resulta importante. De las enfermedades 
que padece el bovino, entre 40% y 80% son debidas al CRB y en México su prevalencia 
varía del 2 al 9.2% (Jim et al. 1988; Ribble et al. 1988; Aguilar 2005). 

 La causa del CRB es multifactorial, ya que participan diversos virus como son: 
rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), diarrea viral bovina (BVD), parainfluenza 3 (PI3) 
y virus respiratorio sincitial bovino (VRSB), que dañan al aparato respiratorio y 
predisponen a las infecciones bacterianas. Factores estresantes como el transporte, 
hacinamiento, alimentación defectuosa y condiciones ambientales adversas crean las 
condiciones óptimas para la proliferación de las bacterias. Las bacterias comúnmente 
involucradas son Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus somni 
(Jim et al. 1988).

Considerando que el manejo de los animales se facilita con la aplicación de 
vacunas polivalentes, la gran mayoría de las vacunas que existen en el mercado están 
diseñadas bajo este esquema. Sin embargo, se ha documentando que existen reacciones 
sistémicas adversas al aplicar bacterinas formuladas con combinaciones de bacterias 
Gram negativas (Ellis & Yong 1997), debido principalmente a la presencia de 
endotoxinas, que son lipopolisacáridos constituyentes de la pared celular, involucrados 
en los procesos de virulencia (Henderson & Wilson 1995). y que tienen la propiedad de 
ejercer efectos fisiológicos adversos cuando son administradas al ganado (Cullor1992), 
tales como edemas, choque sistémico y abortos.
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En el caso específico de H. somni, se ha reportado la producción de un tipo 
diferente de endotoxinas, caracterizadas como lipo-oligosacáridos, los cuales presentan 
variación antigénica y fenotípica de fase. Esta variación puede actuar como un factor 
importante de evasión de los mecanismos de defensa de la respuesta inmune del 
hospedero, contribuyendo también a la disminución de la eficacia de las vacunas 
formuladas con H. somni.

Debido a lo anterior, nos hemos planteado la posibilidad de formular una vacuna 
polivalente que incluya protección contra H. somni, en la que se hayan eliminado los 
factores determinantes de reacciones adversas: Para lograrlo, proponemos desarrollar 
cepas recombinantes de Escherichia coli que expresen las proteínas antigénicas p31 y 
p40 de H. somni, en los vectores de expresión hetérologa pExSec1 y pQE-30 Xa, para 
posteriormente utilizarlos en la formulación de una vacuna polivalente contra CRB. 

Metodología

Para la extracción del DNA genómico bacteriano, se inoculó en el medio de cultivo 
de soya tripto-caseína (BD Bioxon) la bacteria H. somni. El inóculo se incubó durante 16 
h y posteriormente se extrajo el DNA total mediante el kit Illustra bacteria genomic 
prep mini spin (GE Healthcare). 

 Para la amplificación de los genes de las 2 proteínas en estudio, p31 y p40, se 
diseñaron los oligonucleótidos correspondientes, a los cuales se les añadieron los sitios 
de restricción para su posterior subclonaje en los vectores de expresión/secreción pQE-
30 Xa y pExSec1. Para el amplicón clonado en el vector pQE-30 Xa las condiciones de 
PCR fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 95°C durante 3 min y se 
continuaron con 35 ciclos: desnaturalización a 95°C por 30 seg, anillamiento a 58 °C por 
1 min y extensión a 72°C por 1 min, se realizó una extensión final por 5 min a 72 °C. Para 
el amplicón a clonar en el vector pExSec1, las condiciones fueron las siguientes: 
desnaturalización inicial a 95°C durante 3 min y se continuaron con 35 ciclos: 
desnaturalización a 95°C por 30 seg, anillamiento a 56 °C por 1 min y extensión a 72°C 
por 1 min. La extensión final durante 5 min a 72 °C.  Los amplicones obtenidos de la 
amplificación por PCR fueron analizados por electroforesis con geles de agarosa teñidos 
con SYBR Green (Invitrogen). 

 A partir de los amplicones  de p31 y p40 se realizó un subclonaje en el vector 
TOPO 2.1 (Invitrogen). Con estas construcciones, se transformaron células de E. coli de 
la cepa TOP10, las cuales fueron sembradas en medio LB (Luria-Bertani) con ampicilina. 
A partir de los transformantes obtenidos se realizaron minipreparaciones para obtener el 
DNA plasmídico por el método de lisis alcalina con el kit Ilustra plasmid prep minispin 
(GE Healthcare). Los plásmidos obtenidos fueron analizados por electroforesis y los 
clones positivos fueron digeridos con las enzimas correspondientes para cada vector. 
Para el vector pQE-30 Xa se utilizaron las enzimas Stu I y Hind III, mientras que para el 
vector pExSec1, se utilizaron Sac I y Bam HI.
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 Con los insertos digeridos y liberados, se llevaron a cabo ligaciones en los vectores 
antes mencionados, las cuales fueron transformadas en células de E. coli cepas M15 y 
DH5-  18. Posteriormente, de los clones obtenidos se realizaron minipreparaciones por 
el método de lisis alcalina antes mencionado. 

Los clones obtenidos fueron secuenciados por el método de Sanger. La lectura de 
las secuencias se realizó en un secuenciador de tecnología capilar ABI Prism 310. El 
análisis y comparación para la búsqueda de homólogos de las secuencias se realizó con el 
programa PSI-BLAST y consultas al GenBank del National Center for Biotechnology 
Information. El alineamiento de las secuencias y su análisis se realizó mediante el 
software DNAstar. 

Resultados 

Los amplicones obtenidos por PCR punto final, se muestran en la figura 1, los 
cuales presentan los tamaños esperados para los fragmentos de las proteínas antigénicas 
p31 y p40 de H. somni; 858 y 878 pares de bases respectivamente.

1 kb 

0.5 kb 

Figura 1. Productos de amplificación: 1) Marcador de tamaño molecular de 0.1 
kb, 2) p31 de 858 pb, 3) p40 de 878 pb. 

Una vez obtenidos los productos de amplificación, se clonaron en el vector pCR 
2.1 TOPO 3.9 kb. Se realizaron minipreparaciones por el método de lisis alcalina para la 
identificación de clones positivos (figura 2) y posteriormente se liberaron los insertos 
mediante digestión enzimática (figura 3). 

Los insertos liberados fueron subclonados en forma direccional en los vectores de 
expresión y nuevamente se identificaron los clones positivos mediante 
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minipreparaciones. De cada clonaje se secuenciaron dos clones para seleccionar el aquel 
cuya secuencia correspondiera con la reportada en la base de datos.. 

En la figura 4 se muestra un electroferograma obtenido de la secuenciación de 2 
clones del gen p31 y se evidencia el cambio de un nucleótido del clon 2 con respecto al 
clon 1. Se seleccionó el clon que no tuvo ningún cambio (clon 1) para su posterior 
inducción. 

                                  

Figura 2. Amplicones p40 y p31 (clonadas en vector TOPO 2.1), 1) Marcador 
de tamaño molecular 2) p31, 3) p40. 
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Figura 3. Digestiones de p31 y p40 clonadas en vector TOPO 2.1, 1) p40 de 
878 pb, 2) p31 de 858 pb, 3) Marcador de tamaño molecular de 0.1 kb. 
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Conclusiones

En este trabajo se realizaron las amplificaciones de los genes de las proteínas 
antigénicas p31 y p40 de H. somni y estas fueron clonadas en el vector TOPO 2.1 y 
subclonadas en los vectores pQE-30 Xa y pExSec1. 

El siguiente paso a realizar es la inducción de las proteínas antigénicas p31 y p40 
de H. somni para su posterior inclusión en la vacuna contra el CRB. 

A

B

Figura 4. Electroferogramas de secuenciación. A) secuencia obtenida del 
clon 1 de p31, 2) secuencia obtenida del clon 2 de p31, la flecha roja indica el 
nucleótido que cambia en el clon 2 con respecto al 1. 
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