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RESUMEN: Mycoplasma gallisepticum es el agente etiologico fundamental del sindrome respiratorio
croénico de los pollos; constituye e micoplasma mas importante desde el punto de vista econémico
para la avicultura. Un fragmento de ADN de aproximadamente 800pb de este microorganismo,
amplificado mediante la reaccién en cadena de la polimerasa a partir del plasmido pTTQ18
recombinante, se clond en el vector de expresion pQE-32. El polipéptido se expresd fusionado a
una secuencia de seis histidinas, por lo que la talla final fue de 31kDa, y se detecté6 mediante
inmunotransferencia con un antisuero policlonal contra M. gallisepticum y con un anticuerpo
monoclonal contra histidina. El polipéptido se purific6 mediante cromatografia de afinidad con
guelatos metélicos niquel-acido nitrilotriacético, lograndose aproximadamente un 90% de pureza.

(Palabras clave: Mycoplasma gallisepticum; clonaje, expresion; purificacion; PCR; cromatografia de afinidad
por quelatos metélicos niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA))

In vitro EXPRESSION IN Escherichiacoli OF THE vihnA5.02 GENE FRAGMENT, A
MEMBER OFTHE MAJORHEMAGLUTININ FAMILY OF Mycoplasma gallisepticum

ABSTRACT: Mycoplasma gallisepticum, the causal agent of the chronic respiratory disease of
chickens, is the most economically significant for poultry industry. An 800pb DNA fragment of
Mycoplasma gallisepticum which was amplified from the recombinant vector pTTQ18 was cloned
into the expression vector pQE-32. The polypeptide was expressed as a fusion protein to 6X-
histidine tag; hence its final size was 31kDa. It was detected by Western blott being recognized by
a polyclonal antiserum to M. gallisepticum, as well as by a monoclonal antibody to histidine. The
polypeptide was purified by nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) metal-affinity cromatography yielding
afinal product of nearly 90% of purity.

(Key words: Mycoplasma gallisepticum; cloning; expression; purification; PCR; nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-
NTA) metal-affinity cromatography)

INTRODUCCION

Mycoplasma gallisepticum fue aislado por primera
vez en 1935y es el principal agente causal de la enfer-
medad respiratoria cronica de los pollos e infecciones
de sinusitis en pavos (1); constituye, ademas, la espe-
cie de mayor importancia econémica dentro de los

micoplasmas aviares. Aunque esta enfermedad no ne-
cesariamente provoca elevada mortalidad, la morbilidad
es alta, y los consiguientes efectos perjudiciales de la
enfermedad son debido a la disminucion en la produc-
cion de huevos, retraso del crecimiento y predisposi-
cién alas infecciones secundarias virales y bacterianas
(2,3). De esta manera las parvadas de gallinas
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reproductoras pueden quedar infectadas, lo que provo-
caria la pérdida del mercado de exportacién de su pro-
genie o incluso podria obligar al sacrificio de las mis-
mas (4).

El esclarecimiento de los mecanismos patogénicos
por los cuales M. gallisepticum ejerce sus efectos so-
bre las aves de corral, es critica en la busqueda racio-
nal de mejores vacunasyy estrategias de control. Has-
ta la fecha se han identificado algunos determinantes
de virulencia o determinantes asociados a la virulen-
cia. Dentro de estos tenemos, con alguna importan-
cia, moléculasinvolucradas en vias metabdlicas como
la dihidrolipoamida deshidrogenasa (LPD), un compo-
nente del complejo piruvato deshidrogenasa, que se re-
quiere en el crecimiento in vivo y la supervivencia en el
hospedero (5). Por otra parte, y como piezas fundamen-
tales en la virulencia de esta bacteria estan las
citadhesinas. La adhesion de M. gallisepticum a las
células del epitelio respiratorio constituye un paso cri-
tico para lainfeccion y la enfermedad (6), y se logra
mediante las lipoproteinas localizadas en su superfi-
cie. Se han reportado varias de estas proteinas como
son la familia de citadhesinas-hemaglutininas VIhA,
otras citadhesinas como GapA (7,8); proteina seme-
jante a OsmC, MG1142 (9); PIpA (10) y PvpA(11), y
proteinas accesorias a las citadhesinas, como CrmA
(7,12).

La obtencion de antigenos via ADN recombinante
es unade las alternativas utilizadas con el objetivo de
estudiar su funcién en los mecanismos de
patogenicidad y evasion de la respuesta inmune por
parte del microorganismo. Saito et al. obtuvieron en
1993 un polipéptido recombinante de 29kDa proceden-
te de M. gallisepticum (1). El mismo es un fragmento
de VIhA5.02, uno de los integrantes de la familia de
hemaglutininas VIhA (antiguamente llamada pMGA 'y
denominada asi después de la secuenciacion del
genoma de este microorganismo) (13). Las numero-
sas lipoproteinas codificadas por esta familia de genes,
media la variacion de la arquitectura de la superficie de
M. gallisepticum y se cree que esta involucrada en la
evasion del sistema inmune del hospedero (14). Este
polipéptido protegio parcialmente a pollos confronta-
dos con una cepa virulenta de M. gallisepticum. Los
anticuerpos obtenidos contra este polipéptido recono-
cen atres proteinas de aproximadamente 29, 40y 65kDa
de lisados celulares de M. gallisepticum y sueros con-
tra este microorganismo reaccionan con esta proteina
recombinante (1).

Estos resultados sugieren que un preparado vacunal
enriquecido con esta proteina, puede elevar sus nive-
les de proteccién contra una infeccién de M.
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gallisepticum. Teniendo en cuenta todo lo anterior, en
nuestro laboratorio, a partir de la secuencia reportada
por Saito et al. (1), se clond y expreso el gen que codi-
fica para este polipéptido en tres vectores de expresion:
pTTQ18, pRIV2y pTrcHis (15). A pesar de que se logrd
la expresion de la proteina en los tres casos, los niveles
de expresion no fueron suficientes para realizar la purifi-
cacion y posteriormente los estudios in vitro.

El objetivo de este trabajo fue realizar el clonaje,
evaluar diferentes sistemas de expresion y purificar un
fragmento de la hemaglutinina VIhA5.02 de Mycoplasma
gallisepticum.

MATERIALESY METODOS

Amplificacion de un fragmento de 800pb de la
proteina VIhA5.02 de Mycoplasma gallisepticum.
La secuencia de 800pb que codifica para un polipéptido
de 29kDa de la hemaglutinina VIhA5.02 de M.
gallisepticum se amplificé mediante reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain
reaction) a partir del plasmido pTTQ18 recombinante
(15) con laenzima Pwo (Boehringer Mannheim) siguien-
do el protocolo descrito por Chavezy col. (16). El pro-
ducto de PCR se chequed por electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% (P/V).

Construccion del plasmido recombinante
pKJY29. El pldsmido recombinante pKJY29 se cons-
truyé mediante la insercién del producto de PCR obte-
nido anteriormente, en los sitios Smal y Hindlll del vector
PQE-32 (QIAGEN). La ligaz6n de 100ng de vector con
116ng del inserto se realiz6 a 14°C durante toda la
noche en presencia de ADN T4 ligasa (Promega), so-
lucién tampdn de ADN T4 ligasa 10x (Tris 1M pH 7.5,
MgCl, 1M), ditiotreitol 5mM, ATP 10mM, en un volu-
men final de 20 mL.

Obtencidén de cepas recombinantes. Se trans-
formaron 200mL de células competentes de la cepa
M15 de Escherichia coli por electroporacion con 5ulL
del producto de la ligazén. Se aplicaron 100mL de la
mezcla de transformacion en placas de medio sélido
Luria-Bertani (LB) suplementado con ampicillina (100ug/
mL) y kanamicina (25pug/mL) y se incubaron a 37°C
durante toda la noche. Las posibles colonias
recombinantes se monitorearon por PCR, para el cual
se emplearon los mismos cebadores usados en la
amplificacion inicial del fragmento de VIhA5.02. El pro-
ducto de PCR se chequed por electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% (P/V).

Expresién mediante induccion con IPTGy pu-
rificacion del polipéptido recombinante. Se reali-
z6 la expresion de las colonias recombinantes me-
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diante induccién con isopropil-p-D-tiogalactosidasa
(IPTG). Se prepar6 1L de cultivo LB suplementado con
ampicillina (100ug/mL) y kanamicina (25ug/mL), y
cuando este alcanz6 una DO, de 0.6, se indujo la
expresion con IPTG 1mM. Para realizar el experimen-
to de purificacion se toma la colonia que present6 un
mayor nivel de expresion de la proteina recombinante.
La purificacion se llevd a cabo por cromatografia de
afinidad por quelatos metalicos niquel-acido
nitrilotriacético (Ni-NTA) segun las instrucciones del
fabricante (QlAexpress, QIAGEN). El cultivo se
centrifugd y el precipitado se resuspendio en tampdn
de lisis (NaH,PO,50mM, pH8; NaCl 300mM; imidazol
10mM) y la ruptura se realiz6 mediante sonicacion en
presencia de lisozima (1lmg/mL). La muestra se
centrifugd durante 30 min a 13 000 x g, el sobrenadante
se aplicé en la columna de Ni-NTA, la cual se lavo con
solucion tampon (NaH,PO, 50mM, pH8; NaCl 300mM,;
imidazol 20mM) y la proteina se eluy6 con tamp6n de
elucion (NaH,PO, 50mM, pH8; NaCl 300mM; imidazol
250mM). La purificacion en su totalidad se realiz6 por
gravedad.

Expresién del polipéptido recombinante me-
diante autoinduccion con lactosa. Con el objetivo
de abaratar los costos de la obtencion del péptido
recombinante, asi como para facilitar la misma, se
estudio la expresién del fragmento recombinante de
VIhA5.02 por el método de autoinduccion desarrollado
por Studier (17) con algunas modificaciones, el cual
habia sido empleado anteriormente con éxito en nues-
tro laboratorio (18). La cepa BL21(DE3)pLys de E. coli
se transformé con la construccion recombinante
pKJY29 mediante electroporacion, y el producto de la
transformacion se plaqued en LB sélido suplementado
con ampicillina (100pg/mL) y cloranfenicol (35ug/mL).
Las colonias recombinantes crecidas se cultivaron toda
la noche a 37°C en medio liquido LB suplementado
con ampicillina (100pg/mL). Al dia siguiente, con 10uL
de este cultivo se inocularon 100mL (en un erlenmeyer
de 1L) de medio de auto-induccion (triptona 1%, ex-
tracto de levadura 0.5%, Na,HPO, 25mM; KH,PO,
25mM; NH,CI 50mM; Na, SO, 5SmM; glicerol 0.5%; glu-
cosa 0.05%; alfa-lactosa monohidratada 0.2%; MgSO,
7H,0 2mM; FeCl, 0.05mM) suplementado con
ampicillina (100ig/mL) y cloranfenicol (35pg/mL), y se
cultivé por 16 horas a 37°C con agitacion a 310rpm. Se
recolectaron las células por centrifugacion a 5000 x g
por 10miny se conservaron a-20°C.

Andlisis del polipéptido expresado mediante
SDS-PAGE e inmunotransferencia. Tanto los nive-
les de expresioén de la proteina recombinante como su
purificacion se chequearon por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, y los geles fueron
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examinados con el programa de analisis densitométrico
Lane Manager (TDI) para cuantificar la proteina. Para
la identificacién de la proteina, esta se inmovilizé en
membrana de nitrocelulosa y la deteccién se realiz6
con un antisuero hiperinmune contra la cepa PG31 de
M. gallisepticum y con un anticuerpo monoclonal anti-
histidina (QIAGEN). Se empled un sistema
guimioluminiscente (ECL, Amersham) para el revelado
de las reacciones.

RESULTADOSY DISCUSION

Seleccidon del vector y las cepas de expresion.
La expresion de proteinas recombinantes clonadas en
los vectores pQE es inducida tanto en presencia de
IPTG como de la alolactosa, analogos de la lactosa
gue se unen al represor lac y lo inactivan. De ahi que
se escogiera el plasmido pQE-32 para los dos experi-
mentos de expresion: induccion y autoinduccion. Este
plasmido contiene ademas una secuencia que codifi-
ca para seis histidinas en el extremo 5’ del sitio multi-
ple de clonaje, que se expresa fusionada al extremo
N-terminal de la proteina clonada, lo que facilita la unién
de los productos de expresion a agarosa modificada
con grupos Ni-NTA'y, por ende, su posterior purifica-
cion. Esta regiéon de seis histidinas es poco
inmunogénicay en la mayoria de los casos no interfie-
re en la estructura y funcién de las proteinas purifica-
das, lo que ha sido demostrado en una amplia varie-
dad de proteinas que incluyen enzimas, factores de
transcripcion y vacunas.

La cepa M15 de E. coliempleada en este sistema
(QlAexpress, QIAGEN) contiene el plasmido pREP4
de bajo niUmero de copias, el cual confiere resistencia
a kanamicina, codifica para el gen lacl, expresando
constitutivamente el represor Lac. La cepa
BL21(DE3)pLysS de E. coli, empleada en el experi-
mento de autoinduccion, contiene un plasmido que
expresa constitutivamente la lisozima T7, enzima que
inhibe laT7 ADN polimerasa empleada en estos siste-
mas, lo que permite no se expresen niveles basales
de proteina, y ademas esta enzima facilita la ruptura
celular, lo cual es importante antes de la purificacion
de la proteina.

Clonaje del fragmento de ADN del gen vIhA5.02
de Mycoplasma gallisepticum. Se decidié amplificar
la secuencia del fragmento del gen vlIhA5.02 de M.
gallisepticum a partir del plasmido pTTQ18
recombinante donde se habia clonado anteriormente,
ya que dicho clonaje se comprobd por secuenciacion
y se demostré que el fragmento de interés no presen-
taba ninguin error en su secuencia (15).



En el PCR realizado para obtener el fragmento de
800pb, se empled una polimerasa de alta fidelidad de
copia para garantizar que no hubiera errores de cam-
bio de bases en el producto de reaccion. Los cebadores
empleados introducian en la secuencia dos sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion EcoRI
y Hindlll. El plasmido hospedero pQE-32 posee sitio
HindlIl pero no sitio EcoRl, por lo que se utilizé el sitio
Smal del mismo y el extremo EcoRI de la secuencia
se dejd intacto sin digerir y solo se digirio el Hindlll. La
presencia de un sitio romo y otro cohesivo garantiz
que el fragmento se clonara en la direccién correcta.

El monitoreo por PCR de las colonias obtenidas en
la transformacion de las células hospederas demostro
la presencia de cinco colonias recombinantes en las
cuales se amplificé el fragmento de 800pb correspon-
diente al gen de interés.

Expresién con IPTG. A estas colonias se les eva-
lu6 la capacidad de expresion del polipéptido
recombinante. Se observo la expresion de una protei-
na con una talla aparente de 31kDa que no aparecia
en los controles negativos (Fig. 1). Esta proteina fue
reconocida por un antisuero policlonal contra M.
gallisepticum y por un anticuerpo monoclonal contra
histidina (resultados no mostrados), lo que demostré
que era la proteina esperada. La variacion de la talla de
la proteina de 29 a 31kDa se debe a la inclusion de la
region de seis residuos de histidina, lo cual ya se ha-
bia predicho mediante el andlisis de la secuencia con
el programa Vector NTI Advance 10.0. Los niveles de
expresion alcanzados (~20%) fueron superiores a los
logrados en los tres sistemas anteriores donde habia
sido clonado el polipéptido (15).

Purificacion de la proteina recombinante. La
purificacion se desarroll6 por afinidad con quelatos me-
talicos empleadndose una matriz de agarosa con iones
de niquel acopladosy el chequeo de la pureza del pro-
ducto final se realizé por SDS-PAGE (Fig. 1). Se alcan-
z6 un grado de pureza de aproximadamente un 90%
(estimado por densitometria) en un solo paso de purifi-
cacion. Este resultado es susceptible de ser mejorado
en estudios posteriores; también se debe optimizar el
proceso de purificacién para aumentar los rendimientos
de proteina por litro de cultivo, ya que en nuestros expe-
rimentos, en los cuales se obtuvieron masas bacterianas
de niveles normales, solo se alcanz6 1mg/Ly segin lo
reportado en la literatura con este sistema es posible
obtener hasta 50mg/L. La causa de este bajo rendi-
miento pudiera ser que la proteina se expresa de forma
insoluble y al centrifugar el lisado esta precipita y no
permanece en el sobrenadante, por lo se pierde parte
de lamisma. Para evitar este problema seria necesario
realizar la purificacion en condiciones desnaturalizantes
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por ejemplo en presencia de urea. Otro fendmeno que
también se ha observado cuando se purifican proteinas
por este método, es que luego que se fijan a la colum-
na, no eluyen de la misma si el proceso no se lleva a
cabo en condiciones desnaturalizantes. Por todo esto
seriaimportante estudiar posteriormente este fenéme-
no aplicado a nuestra proteina.
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FIGURA 1. SDS-PAGE 10% (P/V) del resultadodelaexpre-
sion y purificacion del polipéptido. Linea 1: Marcador de
pesomoalecular. Linea2: CepaM15. Linea3 CepaM15 cond
pldsmidosin e inserto. Linea4: CepaM15 recombinante.
Linea5-8: Fracciones 7-10 delapurificacion./ SDS PAGE
10% (W/V) from the result of expression and purification
of the polypeptide. Lane 1: Molecular weight marker. Lane
2: Srain M15. Lane 3 Strain M15with the plasmid without
insert. Lane 4: Recombinant strain M15. Lane 5-8:
Fractions 7-10 of the purification.

Es importante destacar que luego del proceso de
purificacién la proteina conservd sus propiedades
antigénicas, ya que fue reconocida por el antisuero con-
tra M. gallisepticum (Fig. 2A); ademas mostro reac-cion
con el anticuerpo monoclonal contra histidina (Fig. 2B).

Expresion por autoinduccién. Los resultados
obtenidos mediante la autoinduccion (Fig. 3) fueron
similares a los obtenidos con el método tradicional de
induccién con IPTG en cuanto a los niveles de expre-
sion, aunque los rendimientos totales fueron superio-
res (aproximadamente 3 6 4 veces) debido al mayor
crecimiento de la masa celular que se genera en este
caso (resultados no mostrados).

En resumen, se puede concluir que el antigeno
recombinante que se obtuvo en este trabajo conserva sus
propiedades antigénicas ain después del proceso de puri-
ficacion, y que tanto el vector pQE-32 como la cepa hos-
pedera BL21(DE3)pLys de E. coli, representan un siste-
ma estable y facilmente manejable para la expresion del
fragmento de la proteina VIhA5.02 de M. gallisepticum.
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FIGURA 2. Inmunotransferenciadd resultado delaexpre-
sion y purificacion dd polipéptido. Linea 1: Cepa M15
recombinante. Linea 2-5: Fracciones 7-10 delapurificacion.
Panel A: Antisuero vs. Mycoplasma gallisepticum. Panel
B: Anticuerpo monoclonal vs. histidina./\estern blotting
from the result of expression and purification of the
polypeptide. Lane 1: Recombinant strain M15. Lane 2-5:
Fractions 7-10 of the purification. Panel A: Antiserumvs.
Mycoplasma galli septicum. Panel B: Monoclonal antibody
vs. histidine.

B <— 31kDa

FIGURA 3. SDS-PAGE 10% (P/V) ddl resultadodelaexpre-
sion por autoinduccién con lactosa. Linea 1: Cepa
BL21(DE3)pLyscond pldsmidosnd inserto. Linea2: Cepa
BL 21(DE3)pLys recombinante./SDSPAGE 10% (W/V) from
the result of expression by autoinduction with lactose.
Lane 1: Srain BL21(DE3)pLys with the plasmid without
insert. Lane 2: Recombinant grain BL21(DE3)pLys.
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