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Resumen 

Lawsonia intracellularis es una bacteria intracelular obligada, causante de la enteropatía 

proliferativa porcina, que afecta las granjas de cerdos en todos los países. Esta enfermedad se 

caracteriza por la proliferación de células epiteliales en el intestino delgado de los cerdos, 

provocando problemas diarreicos intermitentes, aumento del índice de conversión alimentaria y 

disminución de las tasas de concepción. Las vacunas convencionales existentes son efectivas 

pero difíciles de obtener y escalar por las exigentes condiciones de cultivo bacteriano. 

Previamente, se desarrolló una subunidad candidata a vacuna recombinante contra L.  

intracellularis que utiliza tres antígenos quiméricos OMP1q, OMP2q e INVASq. En este estudio 

el plásmido con los tres antígenos se separó en tres plásmidos individuales. Con cada plásmido 

por separado se elaboró bancos celulares para evaluar la expresión de los antígenos 

quiméricos en cultivos alimentados a escala de 2 L. Las condiciones de cultivo produjeron 

cuerpos de inclusión, con rendimientos de aproximadamente 500 mg de antígeno por litro de 

cultivo. Además, se determinó que los cuerpos de inclusión obtenidos en cultivos celulares a 37 

ºC presentan propiedades físicas que los hacen resistentes a la solubilización. Con este estudio 

se da otro paso para el desarrollo de una vacuna recombinante contra L. intracellularis. 

Palabras clave: 

• ENTEROPATÍA PROLIFERATIVA PORCINA 

• LAWSONIA INTRACELLULARIS 

• CUERPOS DE INCLUSIÓN 

• ANTÍGENOS RECOMBINANTES 
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Abstract 

Lawsonia intracellularis is an obligately intracellular bacterium, cause of porcine proliferative 

enteropathy, which affects pig farms in all countries. This disease is characterized by the 

proliferation of epithelial cells in the small intestine of pigs, causing intermittent diarrheal 

problems, increased food conversion rate, and decreased conception rates. Existing 

conventional vaccines are effective but difficult to obtain and scale due to the demanding 

conditions of bacterial culture. Previously, a recombinant vaccine candidate subunit against L. 

intracellularis was developed using three chimeric antigens OMP1q, OMP2q and INVASq. In 

this study the plasmid with the three antigens was separated into three individual plasmids. With 

each plasmid separately, cell banks were prepared to evaluate the expression of chimeric 

antigens in a Fed-Batch system at a 2 L scale. The culture conditions produced inclusion 

bodies, with yields of approximately 500 mg of antigen per liter of culture. In addition, it was 

determined that the inclusion bodies obtained in cell cultures at 37 ºC have physical properties 

that make them resistant to solubilization. This study takes another step towards the 

development of a recombinant vaccine against L. intracellularis. 

Keywords:  

• PORCINE PROLIFERATIVE ENTEROPATHY 

• LAWSONIA INTRACELLULARIS 

• INCLUSION BODIES 

• RECOMBINANT ANTIGENS 
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Capítulo 1 

Introducción 

Formulación del problema 

La enteropatía proliferativa (EP) es una patología que ha sido reconocida durante varias 

décadas (Lawson & Gebhart, 2000). Sin embargo, el agente causante Lawsonia intracellularis, 

fue formalmente identificado en 1995 (McOrist, Gebhart, Boid, & Barns, 1995). La EP se 

caracteriza por la proliferación de las células epiteliales y engrosamiento de la pared del 

intestino delgado (Berardo et al., 2004) acompañado por lesiones causadas por la bacteria en 

el intestino, especialmente en el íleon (Peixoto, França, Ribeiro, Bezerra Jr, & Driemeier, 2008). 

Reportes de la literatura informan que la bacteria L. intracellularis se encuentra 

distribuida por todo el mundo (Arnold et al., 2019; Hossain, Oh, & Cho, 2016; Resende et al., 

2015) y que produce lesiones proliferativas de las células epiteliales intestinales en cerdos, 

hámsteres, ratones  y caballos; siendo los cerdos los más susceptibles y en menor grado los 

hámsteres (Vannucci, Gebhart, & McOrist, 2019). Como consecuencia de la infección por L. 

intracellularis existen pérdidas económicas significativas en la industria porcina debido a los 

problemas diarreicos intermitentes, aumento del índice de conversión alimentaria (Kg de 

alimento/Kg de peso) hasta un 50 %, reducción del peso promedio de 17 % a 84 % y 

disminución de las tasas de concepción, en comparación con los cerdos no afectados 

(Montesino et al., 2019; Peixoto et al., 2008).  

En Reino Unido las pérdidas económicas por la enteropatía proliferativa porcina (EPP) 

se estiman de $3-11 dólares estadounidenses (USD) por cerdo. Mientras, en Estados Unidos 

se cree que llegan a $20 millones de dólares anualmente (Jansen, 2018; Kroll, Roof, Hoffman, 

Dickson, & Hank Harris, 2005). En Sudamérica existen reportes con prevalencia de EPP mayor 

al 30 %, específicamente en países como Argentina (Pérez, 2016), Brasil (Peixoto et al., 2008; 

Resende et al., 2015), Chile (Alvarez C., 2002; Montesino et al., 2019), Colombia (Jiménez et 
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al., 2018), Perú (Espinoza Calle, Chavera Carrión, & Sandoval Chaupe, 2019) y Uruguay 

(García et al., 2017). En Ecuador no existen estudios sobre la prevalencia de la EPP; aunque, 

estudios indican la presencia de lesiones en el intestino de los cerdos de los camales, las 

cuales puede ser atribuida a infección por L. intracellularis (Eras Cardenas, 2016). Además, el 

país ha tenido una historia de importación de cerdos de países vecinos, siendo muy probable 

que la enfermedad se encuentre presente en las granjas de producción ecuatoriana (Ecuador 

Inmediato, 2018; Zumba, 2018). 

Existen métodos directos e indirectos para el diagnóstico de la EPP (Berardo et al., 

2004).  Los métodos indirectos más utilizados son las técnicas de inmunofluorescencia 

indirecta e inmunoensayo de ELISA. No obstante, la enfermedad genera una baja respuesta de 

anticuerpos ante las pruebas serológicas (Berardo et al., 2004; Dittmar et al., 2003). En las 

técnicas directas se encuentra el análisis inmunohistoquímico (inmunoperoxidasa con 

anticuerpos monoclonales específicos), coloraciones histoquímicas (tinción Warthin-Starry) y la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Berardo et al., 2004; Cooper, Swanson, & 

Gebhart, 1997; McOrist, Gebhart, & Lawson, 1994). Cada una de estas pruebas nos 

proporciona información útil de la enfermedad. Las pruebas serológicas nos brindan 

información sobre la exposición a L. intracellularis, la histología nos puede demostrar la 

presencia de L. intracellularis o lesiones macro y microscópicas en el epitelio intestinal 

relacionadas con la enfermedad y la PCR fecal nos confirma la presencia del patógeno en 

heces (Berardo et al., 2004; Guedes et al., 2002). 

Antibióticos como la tiamulina, tilosina, clortetraciclina y olaquindox se utilizan para 

controlar la EPP, reduciendo los signos clínicos, las lesiones histológicas y la diarrea de los 

cerdos (Collins, 2013). Las dosis altas de estos medicamentos pueden prevenir la infección de 

L. intracellularis si se administran de forma continua en la alimentación (Collins, 2013; McOrist, 

Morgan, Veenhuizen, Lawrence, & Kroger, 1997). Sin embargo, una vez que se detiene la 
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administración de los antibióticos, los cerdos se vuelven susceptibles a la infección por L. 

intracellularis. Además, el uso continuo de antibióticos puede provocar que otras bacterias 

desarrollen resistencia (Collins, 2013; McOrist et al., 1996). Así mismo, se conoce que 

medicamentos como el olaquindox son genotóxicos, es decir, que pueden causar daño al 

material genético (Ihsan et al., 2013). Lo anterior ha condicionado la necesidad de realizar 

análisis de los suelos donde se administran los medicamentos, ya que podría causar 

contaminación de acuíferos y por consiguiente afectar a las poblaciones contiguas (Rabølle & 

Spliid, 2000). 

Las preocupaciones de contaminación y resistencia bacteriana han motivado el uso de 

vacunas para tratar la EPP (Karuppannan & Opriessnig, 2018; Shrivastava & Ramasamy, 

2018). En la actualidad, las vacunas comerciales contra L. intracellularis se basan en la 

bacteria viva atenuada o inactivada (Karuppannan & Opriessnig, 2018). La vacuna viva 

atenuada (Enterisol® Ileitis), administrada por vía oral a través del agua de bebida o por 

alimento líquido, requiere la suspensión de antibióticos 3 días antes y después de la 

vacunación (Karuppannan & Opriessnig, 2018; Proyma Ganadera S. L., 2019). Mientras la 

vacuna inactivada (Porcilis® Ileitis) no interfiere con la administración de antibióticos y es 

administrada por vía intramuscular (Karuppannan & Opriessnig, 2018; Merck Animal Health 

USA, 2019). 

Justificación del problema 

Lawsonia intracellularis es una bacteria Gram-negativa e intracelular obligada que 

infecta las células epiteliales del intestino (enterocitos) (García et al., 2017). Su desarrollo a 

nivel macroscópico se caracteriza por la proliferación de células epiteliales inmaduras y 

engrosamiento de la pared del intestino delgado (Berardo et al., 2004). Causante de la EP en 

caballos, ciervos, avestruces, macacos, ratones, hámsteres y cerdos. Siendo los cerdos 
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afectados los que más pérdidas económicas provocan (García et al., 2017; Karuppannan & 

Opriessnig, 2018; Riber et al., 2015). 

La EPP se puede presentar en forma crónica, aguda o subclínica (Rubio Nistal & 

Carvajal, 2007). En todas las formas clínicas se observa una reducción de peso corporal y un 

aumento del índice de conversión alimenticia (Dittmar et al., 2003; Montesino et al., 2019; 

Rubio Nistal & Carvajal, 2007). Las manifestaciones más severas de la enfermedad pueden 

llegar a la muerte del animal (Vannucci et al., 2019). 

En el mundo, la carne de mayor producción es el pescado, llegando a 190,9 millones de 

toneladas por año, seguido por la porcina con 110,4 millones (FAO, 2016). De acuerdo con la 

Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (2016), la 

producción comercial de cerdos se ha intensificado significativamente en las últimas décadas 

(Lassaletta et al., 2019). Más cerdos de las mismas razas se mantienen en menos granjas. En 

consecuencia, la EP al ser una enfermedad que afecta el peso corporal de los cerdos, provoca 

pérdidas económicas a ganaderos de todo el mundo (FAO, 2016; Pérez, 2016). 

La administración de antibióticos se ha utilizado con regularidad para el control de 

determinadas enfermedades (Friedman, Temkin, & Carmeli, 2016; Visscher et al., 2018). 

Jansen y colaboradores en el 2018, estimaron ganancias superiores $86000 al utilizar 

antibióticos en granjas productivas. Sin embargo, se ha descrito las consecuencias negativas 

medioambientales que produce el uso reiterado de antibióticos (Friedman et al., 2016).  

Las vacunas proporcionan otra manera de combatir enfermedades, al utilizar al 

patógeno como su compuesto activo (Kroll et al., 2005). El uso de vacunas es una alternativa 

viable, ya que puede proteger a los cerdos ante la infección al inducir una respuesta inmune 

humoral y celular (Collins, 2013; Montesino et al., 2019; Riber et al., 2015). En la actualidad, 

para combatir la EPP, se usa la vacuna basada en el patógeno viva atenuada Enterisol® Ileitis 

(Riber et al., 2015) y la inactivada Porcilis® Ileitis (Jacobs et al., 2019; Roerink et al., 2018). Sin 
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embargo, la producción de vacunas requiere de procesos altamente complejos y poseen un 

alto riesgo de producción, siendo necesario exigentes medias de seguridad (Jansen, Weersink, 

von Massow, & Poljak, 2019). 

Las vacunas recombinantes son la nueva alternativa contra las enfermedades. A 

diferencia de las vacunas convencionales poseen una fabricación rápida, simple y segura. 

Además, no presentan riesgos para el personal ni el medio ambiente y se pueden coadministrar 

con antibióticos (Cox, 2012; Derakhshani et al., 2019; Nascimento & Leite, 2012). Por tal 

motivo, se propone el uso de vacunas recombinantes basadas en proteínas de la membrana 

externa (OMP1, OMP2) y de secreción (INVAS) de la bacteria L.  intracellularis para combatir la 

EPP. 

Objetivos de la investigación 

Objetivo general 

Evaluar la expresión de antígenos quiméricos contra Lawsonia intracellularis, causante 

de la Enteropatía Proliferativa Porcina, en cultivo alimentado a escala de 2 L. 

Objetivo específico 

• Establecer los bancos primario y de trabajo de las células transformadas que expresan 

los antígenos quiméricos contra Lawsonia intracellularis. 

• Obtener los antígenos quiméricos contra Lawsonia intracellularis a escala de 

fermentación de 2 L. 

• Estandarizar las condiciones de solubilización de los antígenos quiméricos contra 

Lawsonia intracellularis dependiente de: temperatura, tiempo, concentración de urea y 

β-mercaptoetanol.
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Capítulo 2 

Marco Teórico 

Lawsonia intracellularis 

L. intracellularis es una bacteria Gram-negativa, intracelular obligada, cuya propagación 

ocurre en las células epiteliales intestinales mediante un proceso de “parasitismo energético”, 

que le permite defenderse del estrés oxidativo celular y aprovechar las reservas de energía de 

la célula huésped (García et al., 2017). De igual manera requiere de una atmósfera 

microaerófila compuesta por un 82,2 % de nitrógeno, 8,8 % de dióxido de carbono y 8 % de 

oxígeno, a una temperatura de 37 ºC, no posee fimbrias, ni esporas (McOrist et al., 1995). Estas 

exigencias para su crecimiento han limitado el cultivo acelular de la bacteria y por tanto pocos 

laboratorios tienen la tecnología para producir las vacunas basadas en el patógeno. Sus 

dimensiones son 1,25 a 1,75 µm de largo y 0,25 a 0,43 µm de ancho con aspecto de un bastón 

vibrioide, curvado o recto y de extremos agudos o romos. Posee un genoma circular y tres 

plásmidos sumando un total de 1,72 millones de pares de bases de ADN, dentro del cual se 

encuentra 1324 marcos de lectura abierta (ORF) (Vannucci et al., 2019). 

La infección por esta bacteria produce, en el huésped, la proliferación de células 

epiteliales inmaduras y engrosamiento de la pared del intestino delgado (Berardo et al., 2004). 

No ha sido posible cultivar esta bacteria en un medio de cultivo acelular, posiblemente por su 

metabolismo dependiente de trifosfatos formados en las mitocondrias o fuentes similares dentro 

de las células (McOrist et al., 1995). 

Tabla 1  

Clasificación taxonómica de L. intracellularis 

Clasificación taxonómica 

Reino Bacteria 

Filo Proteobacteria 
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Nota. McOrist et al. (1995). 

Enteropatía proliferativa 

La EP es una enfermedad que afecta las células epiteliales del intestino delgado, en 

particular el íleon y, a veces, el ciego y el colon (Lawson & Gebhart, 2000). La mucosa afectada 

por la EP muestran un engrosamiento de la pared del intestino delgado debido a la proliferación 

de enterocitos inmaduros infectados por L. intracellularis (Obradovic & Wilson, 2020).  

La forma de presentación de la enfermedad depende del nivel de infección y la 

respuesta individual del hospedero (Rubio Nistal & Carvajal, 2007). La EPP se presenta en 

forma crónica, aguda o subclínica (Knittel, 1997). La forma crónica de la enfermedad se 

presenta como adenomatosis intestinal porcina (AIP), enteritis necrótica (EN) e ileítis regional 

(IR); mientras la enteropatía proliferativa hemorrágica (EPH), corresponde a la forma clínica 

(García et al., 2017; Rubio Nistal & Carvajal, 2007). 

Crónica 

La forma crónica de la enfermedad se manifiesta a partir de los 14 a 28 días post 

infección, dependiente de la dosis de ingesta oral de L. intracellularis y edad de los cerdos 

(Rubio Nistal & Carvajal, 2007). Los cerdos de 8 a 20 semanas de edad tienen una mayor 

frecuencia de manifestación de la enfermedad. Los animales enfermos muestran una reducción 

de peso de 5 a 30 % y un aumento de la tasa de conversión alimenticia de 5 a 33 % (Montesino 

et al., 2019). La mortalidad de esta forma clínica no supera el 5 %; no obstante, los síntomas se 

Clasificación taxonómica 

Clase Deltaproteobacteria 

Orden Desulfovibrionales 

Familia Desulfovibrionaceae 

Género Lawsonia 

Especie L. intracellularis 
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pueden agravar por infecciones recurrentes de Salmonella enterica, Brachyspira 

hyodysenteriae, B. pilosicoli, E. coli o Campylobacter spp. (Dittmar et al., 2003; Rubio Nistal & 

Carvajal, 2007). 

• Adenomatosis intestinal porcina: Es la forma de lesión más frecuente entre los 

lechones que atraviesan su fase de destete (Rubio Nistal & Carvajal, 2007). A nivel 

histológico se observa la hiperplasia de los enterocitos inmaduros de las criptas de 

Lieberkühn. Estas normalmente se encuentran cubiertas por una sola capa celular pero 

debido a esta enfermedad las criptas se cubren por varias capas celulares, lo que las 

vuelve alargadas y ramificadas (Rubio Nistal & Carvajal, 2007; Smith & Lawson, 2001). 

• Enteritis necrótica: En esta forma clínica se observa una necrosis coagulativa, la cual 

se exhibe por la presencia de células inflamatorias, fibrina y en ciertos casos se puede 

observar tejido granular (Machuca et al., 2010; Rubio Nistal & Carvajal, 2007).  

• Ileítis regional: Es caracterizada por el engrosamiento de las paredes intestinales 

mayores a 0,5 cm y ulceras en la mucosa que la recubre, lo que le confiere una 

consistencia dura (Collins, 2013; Rubio Nistal & Carvajal, 2007). 

Aguda 

La forma aguda de la enteropatía proliferativa se presenta con menor frecuencia que la 

crónica; a pesar de ello, posee una mortalidad de aproximadamente 50 % y llegando a 70 % 

dependiendo del cuidado de los ganaderos (Rubio Nistal & Carvajal, 2007). No se conoce la 

causa de aparición de la forma aguda en lugar de la crónica, pero se cree que ocurre cuando 

cerdos adultos, que nunca han sido infectados por L. intracellularis, entran en contacto con una 

alta dosis del patógeno (Rubio Nistal & Carvajal, 2007; Vannucci et al., 2019). 

• Enteropatía proliferativa hemorrágica: El principal signo clínico es la diarrea con 

sangre en las heces; al igual que en las demás formas clínicas el intestino se muestra 

engrosado, pero con hemorragia y edema subseroso (Rubio Nistal & Carvajal, 2007). En 
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algunos casos los cerdos que sobreviven la EPH quedan debilitados siendo necesario 

sacrificarlos (Karuppannan & Opriessnig, 2018). 

Subclínica 

Esta forma clínica se encuentra en debate puesto que algunos autores como Rubio 

Nistal et al., (2007) indican que la EPP nunca ocurre de forma inaparente, ya que L. 

intracellularis siempre causa enfermedad. Sin embargo, autores como Peixoto et al., (2008) 

mencionan esta forma clínica debido a la ausencia de síntomas y porque en algunos casos solo 

es detectada mediante técnicas moleculares (Vannucci et al., 2019). La EPP subclínica es 

inaparente; pese aquello disminuye las tasas de preñez e incrementa el tiempo de los cerdos 

para llegar a faena por la reducción de peso, debido al aumento del índice de conversión de 

alimenticia (Montesino et al., 2019; Peixoto et al., 2008). Durante la necropsia de estos 

animales, solo se encontrarían lesiones leves en el intestino (Rubio Nistal & Carvajal, 2007). 

Mecanismo de infección 

La especie más susceptible de ser infectado por L. intracellularis es el cerdo y el hámster 

(McOrist et al., 1994; Smith & Lawson, 2001). La existencia de L. intracellularis en lechones nos 

revela que la infección puede ocurrir previo al destete, por contaminación en el ambiente que 

viven o contacto con cerdos infectados u otras especies de animales como aves, roedores e 

insectos (Collins, 2013). La capacidad de las madres para proteger a sus crías contra la EP 

depende del nivel de anticuerpos que posee y de su transferencia (Pozo, Collins, Rubio, & Love, 

2000). En un estudio de Pozo et al., (2000) se observa que lechones con tres semanas de edad 

que se amamantan de una cerda recientemente infectada con L. intracellularis, logran 

desarrollar inmunidad contra el patógeno. En contraste, los lechones que han sido destetados o 

amamantados de una cerda que no ha sido infectada, no logran obtener esta inmunidad 

(Collins, 2013). 
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En conclusión, la principal forma de infección es a través de la ingesta de heces 

contaminadas, siendo necesario el correcto cumplimiento de las condiciones sanitarias de las 

granjas. Así mismo, se ha identificado que la mezcla frecuente de cerdos o la introducción de 

cerdos de granjas donde haya prevalencia de la infección, son considerados factores de riesgo 

(Collins, 2013). 

Colonización 

La motilidad es una herramienta fundamental para muchos patógenos y, en ciertas 

bacterias como Salmonella spp., Bordetella spp., Vibrio cholerae, Helicobacter spp., 

Campylobacter jejuni, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Borrelia burgdorferi y 

Treponema spp, es esencial para una patogenia completa (Chaban, Hughes, & Beeby, 2015). 

Aunque inicialmente se pensaba que el flagelo contribuía a la virulencia únicamente como un 

dispositivo de motilidad, investigaciones recientes han revelado que los flagelos desempeñan 

un papel central en muchos otros procesos de infección como adhesión, formación de 

biopelículas, secreción de moléculas efectoras y modulación del sistema inmunológico (Barrera-

Zarate et al., 2019; Chaban et al., 2015). 

La existencia de flagelos en L. intracellularis, demostró ser la forma en la que la bacteria 

atraviesa la mucosa y coloniza el tracto intestinal (Lawson & Gebhart, 2000). A pesar de esto, 

no se ha observado el flagelo en la bacteria cuando se encuentra en la superficie de la 

membrana plasmática ni de forma intracelular. Esto puede sugerir que el flagelo se encuentra 

regulado para ser perdido al finalizar el acoplamiento y no ser sintetizado hasta después de la 

liberación de las células huésped (Smith & Lawson, 2001). 

Ingreso a la célula huésped 

La unión de la bacteria a receptores específicos de los enterocitos es fundamental para 

el ingreso a la célula (Vannucci et al., 2019). Esta unión está asociada con cambios 

morfológicos en la superficie celular. Las bacterias parecen ingresar individualmente 
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produciendo engrosamiento y rupturas del borde celular, además de perdida de 

microvellosidades (Jasni, McOrist, & Lawson, 1994; Lawson & Gebhart, 2000; Smith & Lawson, 

2001). Aunque los receptores no han sido caracterizados aún, la unión y la entrada parecen 

requerir una interacción específica entre la bacteria y la célula huésped (Barrera-Zarate et al., 

2019; Smith & Lawson, 2001). 

Escape de las vacuolas intracelulares 

Durante la infección, L. intracellularis es observada viviendo libremente en el citoplasma 

celular (Lawson & Gebhart, 2000). En un estudio realizado por McOrist et al., (1995) en cultivo 

celular, se observó el escape de L. intracellularis de la vacuola unida a la membrana, el cual es 

facilitado por las toxinas líticas (citolisinas o hemolisinas) (Smith & Lawson, 2001). Otros 

microorganismos intracelulares realizan el mismo escape para evitar daños por los 

fagolisosomas, entre ellos están Shigella, Listeria, Rickettsia spp., y Clostridium piliforme 

(Gyles, Prescott, Songer, & Thoen, 2010; Smith & Lawson, 2001). 

Proliferación celular 

La proliferación celular en la EP solo afecta a las células infectadas por la bacteria. Por 

otro lado, solo las células proliferativas producen zonas celulares con hiperplasia en lugar del 

epitelio normal (McOrist et al., 1996). Jasni et al., (1994) propone en sus experimentos en 

hámsteres que las células de las criptas de Lieberkühn comienzan a dividirse a un ritmo de 

hasta cuatro veces mayor después de 2 días de la infección bacteriana. Este aumento de la 

mitosis incrementa la población de células hasta tres veces más de lo normal (Kroll et al., 2005), 

lo que crea columnas de células que forman prolongaciones dactiliformes o vellosidades que se 

proyectan hacia la luz intestinal (Roof, Kroll, & Gebhart, 2007). A pesar de la presencia 

constante de L. intracellularis, la estimulación de la división celular no persiste una vez que la 

lesión se desarrolla completamente (McOrist et al., 1996). La manifestación de la bacteria 

provoca la pérdida de proteínas y aminoácidos en la luz intestinal y la absorción reducida de 
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nutrientes por parte de la mucosa intestinal (Jasni et al., 1994). Probablemente esto sea la 

causa de la reducción del aumento de peso y la variación de la eficiencia de conversión 

alimenticia observada en cerdos afectados con lesiones de enteropatía proliferativa (Kroll et al., 

2005; McOrist & Gebhart, 1999). 

Respuesta inmune 

La respuesta inmune ante la infección de L. intracellularis aún se encuentra en 

investigación. Se cree que al ser un patógeno intracelular obligado, es crucial una respuesta 

inmunitaria celular para eliminar la bacteria y células infectadas (Roof et al., 2007). 

Inmunidad humoral 

Estudios como el de Lawson et al., (2000) y Holyoake et al., (1994) emplearon 

preparados de tejido lesionado de la EP para extraer L. intracellularis y obtener, mediante 

ELISA, sus antígenos con la finalidad de medir la respuesta de anticuerpos séricos a la 

infección (Casadevall, 2018; Holyoake, Cutler, Caple, & Monckton, 1994). En el estudio de 

Lawson et al., (2000) se halló que en cerdos en crecimiento la respuesta inmunitaria estaba 

mediada predominantemente por inmunoglobulina M (IgM) de corta duración, esta respuesta 

fue relacionada con la enfermedad en lugar de la infección (Lawson & Gebhart, 2000). Por otro 

lado, Holyoake et al., (1994) determinó una débil respuesta anti-Lawsonia mediada por IgG tras 

3 semanas de inocular los cerdos de experimentación. Knittel et al., (1997) en su ensayo 

empleó inmunofluorescencia para detectar y cuantificar la respuesta IgG en un cultivo de 

enterocitos de ratón infectados con L. intracellularis, determinando a los 14 días un inicio de 

respuesta inmunitaria y apenas a los 21 días una respuesta detectable en el 80 % de los 

animales expuestos. Con esto se concluyó que la detección serológica no tenía relación con el 

desarrollo de lesiones en los tejidos, por lo que los animales podían ser seropositivos sin 

necesidad de presentar lesiones macroscópicas (Casadevall, 2018; Knittel, 1997). 
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Referente a la inmunidad de mucosas, no se dispone de suficiente información, pero se 

ha detectado la acumulación de IgA en las células de la cripta de Lieberkühn y en los restos 

celulares de la luz intestinal de cerdos afectados por EP (Holyoake et al., 1994; Knittel, 1997). 

De esta forma, se plantea que IgA también está involucrada en una respuesta inmune 

protectora. Adicionalmente, se ha encontrado que las IgA presentes en las secreciones 

participan en el bloqueo de la interacción bacteria-célula huésped (Obradovic & Wilson, 2020; 

Roof et al., 2007). Como indica Roof et al., (2007), al momento no existen datos que avalen el 

empleo de la respuesta serológica como indicador de la respuesta inmunitaria o de la eficacia 

de una vacuna, por lo que se plantea aún como un tema a elucidar. 

Inmunidad celular 

La inmunidad celular no tiene una respuesta definida contra la EP (Smith & Lawson, 

2001). Se ha observado que cerdos sacrificados en las primeras etapas de EP poseen una 

respuesta inflamatoria muy limitada (Guedes et al., 2017; Jasni et al., 1994). Vannucci et al., 

(2019) nos indica que, en varias evaluaciones inmunocitológicas de cortes intestinales de 

cerdos afectados con EP, la respuesta inmune celular inicial se constituye de una leve 

infiltración de células T citotóxicas y supresoras, macrófagos y linfocitos B que contienen motifs 

de MHC de clase II. Sin embargo, se determinó una correlación entre la presencia de L. 

intracellularis y la población reducida de células T y células B en los cerdos afectados, pues las 

células T tendían a disminuir a medida que aumentaba la infección por L. intracellularis 

(Macintyre, Smith, Shaw, Thomson, & Rhind, 2003). Esto sugiere la presencia de un mecanismo 

“inmunosupresor” en animales altamente infectados (Macintyre et al., 2003). Para el caso de 

animales afectados por la forma hemorrágica de la enfermedad, se ha observado que existe 

una mayor respuesta y presencia de células B (Macintyre et al., 2003; Smith & Lawson, 2001; 

Vannucci et al., 2019). 
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Conociendo que L. intracellularis es una bacteria intracelular estricta, es imprescindible 

que la respuesta celular sea mediada por el IFN-γ. Esta citoquina de Th1 está a cargo de dirigir 

la respuesta inmune de la célula huésped cuando es atacada por patógenos intracelulares 

(Macintyre et al., 2003; Smith & Lawson, 2001). El rol del IFN-γ ha sido estudiado en modelos 

de ratón expuestos a L. intracellularis demostrando que los ratones que tienen inactivados el 

receptor de IFN-γ tienden a ser más susceptibles y desarrollar mayor nivel de infección por L. 

intracellularis ante los ratones wild type (Smith & Lawson, 2001).  

En otro estudio, Guedes & Gebhart (2003) analizaron el tiempo de inicio y de duración 

de respuesta celular al evaluar mediante ELISPOT la producción de IFN-γ en cerdos expuestos 

a una vacuna comercial y en cerdos expuestos a una cepa patógena de L. intracellularis. A los 9 

días de la vacunación y del desafío con la cepa patógena, se evidenció respuesta inmunitaria 

celular inicial. Luego de 28 días la respuesta fue detectable. Finalmente, en los 49 días se 

expresó en los niveles máximos para los dos grupos evaluados, siendo detectable hasta 13 

semanas tras la exposición. Con los estudios mencionados, los investigadores han demostrado 

la importancia del IFN-γ como parámetro de evaluación de la respuesta inmunitaria celular en el 

control de la infección por L. intracellularis (Guedes & Gebhart, 2003; Roof et al., 2007). 

Inmunidad materna 

En cerdos de engorde, la EP se presenta en las etapas avanzadas de su ciclo vital. Tal 

evento ha llevado a interpretar que la inmunidad materna en cerdos puede verse implicada en el 

control de las infecciones de L. intracellularis durante los periodos de lactancia (Roof et al., 

2007). Varios autores han reportado la presencia de anticuerpos específicos frente a L. 

intracellularis en calostro de cerdas que daban de lactar (Kroll et al., 2005) y en lechones recién 

destetados (Holyoake et al., 1994). Kroll et al., (2005) reportó altos niveles de IgA e IgG y, en 

menor medida, de IgM en el calostro de cerdas hiperinmunizadas, indicando con ello la 
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transferencia pasiva de anticuerpos maternos anti-Lawsonia a los lechones durante sus 

primeros días de vida.  

Tras el destete, empleando suero de lechones, se detectó la presencia de IgG en niveles 

bajos de titulación. A pesar de ello, fue registrado como la primera detección de anticuerpos 

adquiridos por la madre. Así mismo, obtuvo seropositividad de cerdas cuando sus lechones de 

3 semanas de edad fueron expuestos a L. intracellularis, evidenciando inmunidad materna 

protectora (Holyoake et al., 1994). También se ha demostrado que, en la mayoría de los casos, 

el nivel de anticuerpos en el suero de los lechones después del destete se reduce 

precipitadamente (Holyoake et al., 1994; Kroll et al., 2005). A partir de esto, se avaló la 

existencia de una transferencia pasiva (Roof et al., 2007). Por otro lado, la duración efectiva de 

la protección brindada por la inmunidad materna para los cerdos no ha sido establecida, pues 

hay la posibilidad de que los lechones que adquirieron protección de anticuerpos maternos 

eliminen L. intracellularis en períodos de tiempo más corto a comparación de lechones nacidos 

con falta de inmunidad maternal (Guedes & Gebhart, 2003). 

Diagnóstico 

Durante años, el diagnóstico de EPP era especulativo debido a que los síntomas 

clínicos, como la diarrea o el examen macroscópico y microscópico de los intestinos, eran la 

única forma de determinar si los cerdos se encontraban infectados con L. intracellularis (Kroll et 

al., 2005). Con el avance de la tecnología, se han obtenido nuevos métodos de diagnóstico más 

sensibles y específicos (Roof et al., 2007). De esta manera, los productores pueden determinar 

con mayor precisión la prevalencia de la enfermedad en sus granjas e implementar las medidas 

de control y prevención necesarias (Kroll et al., 2005; Roof et al., 2007). 

Histopatología e inmunohistoquímica 

Mediante esta técnica se puede confirmar la EP (Lawson & Gebhart, 2000). Al utilizar la 

tinción con hematoxilina y eosina en las secciones de tejido con EP severa, se puede observar 
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la proliferación de los enterocitos de los intestinos (Kroll et al., 2005; Lawson & Gebhart, 2000). 

Otros tipos de tinciones, como la de plata de Warthin Starry, permiten la detección de bacterias 

intracelulares con forma de bastón. A pesar de ello, esta técnica de tinción no es específica y 

tiene limitaciones cuando se aplica a muestras autolizadas o necróticas (Alvarez C., 2002; Kroll 

et al., 2005).  

Los procedimientos de inmunohistoquímica (IHC) e inmunofluorescencia (IFA) permiten 

la detección específica de L. intracellularis en secciones de tejido afectadas con EP (Knittel, 

1997). Asimismo, el uso de anticuerpos monoclonales específicos de Lawsonia permiten la 

identificación bacteriana en frotis fecales de casos que involucran altos niveles de 

desprendimiento activo de la bacteria (Guedes et al., 2002; Jasni et al., 1994). 

Serología 

El primer diagnóstico serológico, para detectar anticuerpos IgM e IgA específicos de 

Lawsonia en cerdos, utilizó una prueba de anticuerpos fluorescentes indirectos (IFAT). Así se 

logró determinar que la IgM y, en menor medida, la IgA son los anticuerpos predominantes en 

las infecciones tempranas (aproximadamente 8 semanas) por L. intracellularis en cerdos 

(Lawson & Gebhart, 2000). Por otra parte, la primera detección de anticuerpos adquiridos por la 

madre fue expuesta por Holyoake et al., (1994). En esta prueba se empleó un ELISA utilizando 

células purificadas de tejido afectado por EPH como antígeno primario en el sistema de prueba. 

Mediante esta técnica se logró detectar IgG específica a Lawsonia en cerdos infectados a las 3 

semanas de edad (Hassenin, Gebhart, & Goyal, 2017; Holyoake et al., 1994). 

El método de diagnóstico deseado para detectar L. intracellularis en cerdos es el ELISA, 

por ser económico, fácil de usar, no requerir de mucha muestra, permitir la automatización del 

proceso de diagnóstico y poseer alta especificidad y sensibilidad (Collins, 2013; Dittmar et al., 

2003; Knittel, 1997; Kroll et al., 2005). En la actualidad, se conoce de un ELISA desarrollado por 

Kroll et al., (2005) para detectar experimentalmente IgG anti-Lawsonia en cerdos que han sido 
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infectados previamente con L. intracellularis. En este sistema se utiliza un ELISA indirecto que 

requiere de un componente de lipopolisacárido (LPS) de un aislado cultivo puro de L. 

intracellularis como antígeno primario. Al comparar con el IFAT, el ELISA basado en LPS 

detectó significativamente (P <0,05) más cerdos anti-Lawsonia IgG positivos después de la 

vacunación. La sensibilidad (99,5 %) y la especificidad (100 %) de este ensayo fueron 

ligeramente más altas que las de la IFAT, lo que sugiere que este ensayo puede ser mejor para 

detectar el inicio temprano de la exposición de L. intracellularis en cerdos (Kroll et al., 2005). 

PCR 

Esta técnica es altamente sensible y específica para el diagnóstico de patógenos 

(Vannucci et al., 2019). Ha sido utilizada con éxito para la detección de L. intracellularis en 

muestras de heces, mucosas (Draskovic et al., 2018; McOrist et al., 1994), íleon, ciego, colon, 

amígdala, hígado y ganglios linfáticos (Jensen & Svensmark, 2000). Los cebadores se han 

diseñados para dirigirse a secuencias de ADN únicas y específicas basadas en 16S ADNr que 

se encuentran conservadas entre todos los organismos de L. intracellularis (Cooper et al., 1997; 

McOrist et al., 1995). La PCR presenta una desventaja, ya que solo se puede utilizar para 

identificar cerdos que presentan diarrea pero no puede detectar cerdos colonizados por 

Lawsonia que no la presenten (Lawson & Gebhart, 2000). El uso de otras técnicas, como la 

PCR en tiempo real, nos permitiría combatir las desventajas de la PCR convencional, además 

de eliminar la necesidad de visualizar los amplicones mediante electroforesis en gel. Asimismo, 

esta reduce el tiempo, trabajo y posibles problemas de contaminación cruzada (Kroll et al., 

2005). 

Control y medidas de prevención 

Medidas de control, como el uso de antimicrobianos contra Lawsonia, han sido 

implementadas en sistemas de producción, logrando una reducción de infecciones por L. 

intracellularis (Karuppannan & Opriessnig, 2018). Cambios en las dietas, uso de vacunas y 
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desinfectantes son alternativas prometedoras para reducir y eliminar L. intracellularis en cerdos 

sin el uso continuo de antimicrobianos (Roerink et al., 2018). 

Dieta 

En estudios como el de Boesen (2004), se observa modificaciones en la dieta de los 

cerdos que ayudan a combatir L. intracellularis. Entre las modificaciones encontramos molido 

fino y granulado, molido grueso y no granulado, alimento líquido fermentado, adición de 1,8 % 

de ácido fórmico y adición de 2,4 % de ácido láctico. Concluyendo que la dieta líquida 

fermentada retrasa la excreción de L. intracellularis y que cerdos alimentados con una dieta 

suplementada con ácido láctico al 2,4 % muestran signos de lesiones patológicas limitadas al 

momento de examinar los tejidos luego de 4 semanas (Boesen et al., 2004; Opriessnig et al., 

2019). 

Desinfectantes 

Dado que L. intracellularis se transmite de cerdo a cerdo por las heces, reducir la 

contaminación cruzada entre grupos de cerdos ayudaría a disminuir los niveles de infección e 

incidencia de EP (Karuppannan & Opriessnig, 2018). El uso de desinfectantes puede ser 

implementado como medida de bioseguridad para evitar el transporte de heces contaminadas 

en botas, ropa y equipo sucios (Kroll et al., 2005). Existen diferentes tipos de desinfectantes 

disponibles en el mercado, como amonio cuaternario (Roccal-D Plus®, DC & R®, Synergize™), 

aldehído (DC & R®, Synergize™), agentes oxidantes (Virkon® S), biguaninde (solución de 

Nolvasan®), fenol (Tek -Trol®), yodo (cetridina), cloro, peroximonosulfato de potasio, 

compuestos de fosfato (Stalosan® F) y compuestos de sulfato (Karuppannan & Opriessnig, 

2018). 

Antibióticos 

La incapacidad de mantener a L. intracellularis in vitro ralentiza la obtención de pruebas 

de susceptibilidad antimicrobiana. No obstante, McOrist et al., (1995) proporciona una lista de 
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antibióticos, en la cual se encuentra los macrólidos (eritromicina y tilosina), tetraciclinas, 

pleuromulinas (tiamulina), penicilinas y fluoroquinolonas. Además, nos menciona los antibióticos 

que no tienen actividad contra L. intracellularis, como los aminoglucósidos y los aminociclitoles 

(neomicina, gentamicina y apramicina) (Kroll et al., 2005). Entre los más usados, por reducir los 

signos clínicos, las lesiones histológicas y la diarrea de los cerdos, encontramos la tiamulina, 

tilosina, clortetraciclina y olaquindox (Collins, 2013). 

Vacunas 

Las vacunas pueden estar compuestas por una bacteria inactivada, avirulenta viva, 

subunidades u otros tipos (Hohman & Peters, 2019; Kroll et al., 2005). Son el principal factor en 

el control y prevención de L. intracellularis. Dentro de las vacunas conocidas tenemos la 

Enterisol® Ileítis y Porcilis® Ileítis. La vacuna viva atenuada se administra por vía oral a través 

del agua de bebida o por alimento líquido, requiriendo la suspensión de antibióticos 3 días antes 

y después de la vacunación (Karuppannan & Opriessnig, 2018; Kroll et al., 2005; Nogueira, 

Collins, Dunlop, & Emery, 2015; Proyma Ganadera S. L., 2019). En comparación, la vacuna 

inactivada no necesita la suspensión de antibióticos y es administrada por vía intramuscular 

(Cordes, Riber, Jensen, & Jungersen, 2012; Karuppannan & Opriessnig, 2018; Kroll et al., 2005; 

Merck Animal Health USA, 2019). 

En la actualidad, se conoce que la bacteria de interés es un organismo monotípico, de 

cepa única, sin variación antigénica conocida. Estudios realizados por Cordes (2012) proponen 

que la inmunidad inducida por la vacuna viva atenuada de L. intracellularis es menos eficaz que 

la inmunidad conferida por una infección de la versión patógena debido a la rápida inducción de 

una respuesta de IFNγ-T. Una respuesta similar ocurre con las IgG cuando la vacuna viva 

atenuada es administrada vía oral, intramuscular o intraperitoneal (Cordes et al., 2012; 

Karuppannan & Opriessnig, 2018). Sin embargo, la administración oral o intraperitoneal de la 
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vacuna viva atenuada induce una respuesta IgA significativamente mayor que la vía 

intramuscular de vacunación (Nogueira et al., 2015). 

A manera de resumen la aplicación de vacunas convencionales (Enterisol Ileítis y 

Porcilis Ileítis) han contribuido al control de la infección. Sin embargo, poseen las desventajas 

características de estas vacunas, entre las que se encuentran la posible reversión de la 

virulencia, la imposibilidad de diferenciar animales vacunados de infectados, la poca 

representación de los antígenos dominantes para la inducción de la respuesta inmune, la 

necesidad de manipular directamente el patógeno y la lenta producción, asociada al sistema 

específico de crecimiento y amplificación del patógeno (Li, Yi, Yin, Zhang, & Liu, 2008; Thomas 

& Luxon, 2013). Además, existen pocos laboratorios en el mundo que cuentan con la tecnología 

adecuada para el cultivo de este patógeno, debido a la alta exigencia del proceso de cultivo del 

microorganismo (Lawson & Gebhart, 2000) (Tabla 2). Lo anterior ha motivado el desarrollo de 

vacunas de subunidades. 

Vacunas recombinantes 

Las vacunas recombinantes inducen una respuesta inmune contra el patógeno, 

utilizando uno o varios antígenos definidos (Jozala et al., 2016). La elaboración de una vacuna 

recombinante requiere de varios genes de diferentes agentes etiológicos, los cuales son 

clonados, expresados y purificados. Para la producción de vacunas basadas en la tecnología 

del ADN recombinante se utilizan diferentes sistemas de expresión, como bacterias, levaduras, 

células de mamíferos y células de insectos. Sin embargo, se debe tener en cuenta los factores 

que interfieren en la eficacia de la producción de antígenos recombinantes (Rosano, Morales, & 

Ceccarelli, 2019). Los factores que deben tenerse en cuenta son: nivel de expresión con cada 

vector de expresión, promotores específicos, marcadores de selección y la presencia o 

ausencia de modificación postraduccional por el vector recombinante (Nascimento & Leite, 

2012). 
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En el caso de bacterias intracelulares, como L. intracellularis, es necesario diseñar 

vacunas que produzcan el tipo adecuado de respuesta inmunitaria. Para esto, se debe estudiar 

en detalle los antígenos altamente conservados involucrados en la patogénesis y los 

mecanismos inmunitarios (Nascimento & Leite, 2012). Se conoce que L. intracellularis posee 

dos proteínas de membrana externa (OMP1, OMP2) y una proteína de secreción (INVAS) que 

actúan como detonantes de una respuesta inmune y que son posibles candidatos para la 

creación de una vacuna recombinante (Montesino et al., 2019). 

Resumiendo podemos destacar algunas ventajas de las vacunas recombinantes 

respecto a las vacunas convencionales, tales como: i) fabricación rápida, simple, segura y costo 

factible; ii) no presenta riesgos para el personal y el medio ambiente porque no se trabaja 

directamente con el patógeno; iii) se potencia la respuesta inmune específica contra los 

antígenos deseados; iv) no se induce respuesta inmune contra antígenos no deseados; v) se 

pueden diferenciar animales vacunados de infectados; vi) se pueden coadministrar con 

antibióticos, evitando infecciones mientras se induce la respuesta inmune, entre otras (Cox, 

2012; Derakhshani et al., 2019; Narayanan et al., 2020; Nascimento & Leite, 2012). 

Tabla 2  

Características de las vacunas vivas atenuadas, inactivadas y recombinantes para el control de 

la enteropatía proliferativa porcina 

Características 
Enterisol ileítis 

(Boehringer 
Ingelheim) 

Porcilis ileítis 
(Intervet Merck) 

Vacuna recombinante, 
Propuesta UdeC 

Ingrediente 
Farmacéutico 

Activo 
Bacteria Atenuada Bacteria Inactivada 

Antígenos sintéticos 
multiepítopes 

Riesgo de 
reversión de 

virulencia 
Posible Ninguno Ninguno 

Ventana libre 
de antibióticos 

Requiere 5 días antes 
y 5 después de la 

inmunización 
No requiere No requiere 
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Nota. *Generally Regarded as Safe - Sustancia generalmente reconocida como segura. 

Escherichia coli 

La bacteria E. coli es uno de los organismos más utilizados para la producción de 

proteínas recombinantes debido a su crecimiento rápido, fácil manipulación y bajo costo de 

producción (Fathi-Roudsari, Akhavian-Tehrani, & Maghsoudi, 2016; Rosano et al., 2019). En la 

actualidad, cerca del 30 % de las proteínas terapéuticas aprobadas son expresadas en E. coli 

(Baeshen et al., 2015). Entre las variedades de E. coli más utilizadas se encuentra las líneas 

celulares B y K, de las cuales surgieron las cepas BL21 y K-12, respectivamente (Rosano et al., 

2019).  

La principal característica de la cepa K-12 es que carecen de todos los genes de 

virulencia conocidos de E. coli, lo que las convierte en prototipos de cepas bacterianas seguras 

y no patógenas (Rosano et al., 2019; Son, Phue, Trinh, Lee, & Shiloach, 2011). Mientras que la 

cepa BL21 es deficiente de la proteasa Lon, OmpT y de la mutación hsdSB, lo que facilita que 

las proteínas expresadas se mantengan intactas y así evitar la pérdida de plásmidos (Yoon, 

Jeong, Kwon, & Kim, 2009). En comparación con K-12, E coli BL21 produce menor cantidad de 

Características 
Enterisol ileítis 

(Boehringer 
Ingelheim) 

Porcilis ileítis 
(Intervet Merck) 

Vacuna recombinante, 
Propuesta UdeC 

Duración de la 
inmunidad 

13 semanas 
posteriores a la 
inmunización 

20 semanas 
posteriores a la 
inmunización 

Mantenida hasta el 
último día del ensayo (60 

días) 

Riesgos en la 
producción 

Alto riesgo, requiere medidas de seguridad 
No presenta riesgo, 

GRAS* 

Complejidad 
del proceso 
productivo 

Altamente complejo 

Proceso sencillo, con 
técnicas tradicionales de 
producción de proteínas 

recombinantes 

Transferencia 
de la 

tecnología 
Compleja Factible 

Generación de 
anticuerpos 

Los animales producen anticuerpos no 
esenciales para su defensa ante la infección, 

estimulados por la presencia de toda la 
bacteria en la formulación vacunal 

Producción de 
anticuerpos específicos 
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acetato al utilizar glucosa como única fuente de carbono y tienen un menor tiempo de 

duplicación de aproximadamente 20 minutos (Rosano et al., 2019; Yoon et al., 2009).  

Además de las características mencionadas, las cepas BL21 y K-12 poseen la versión 

DE3 (Kim, Kim, & Yoon, 2018; Rosano et al., 2019). Las cuales llevan una copia de la ARN 

polimerasa del fago T7 (T7RNAP) bajo el control del promotor lacUV5 (Son et al., 2011). Los 

genes de interés se clonan bajo el promotor T7 en el plásmido de expresión y la producción de 

proteínas comienza tras la adición del inductor isopropil β-D1-tiogalactopiranósido (IPTG). Este 

sistema proporciona al usuario un control total de la inducción para la expresión de proteínas 

(Chhetri, Kalita, & Tripathi, 2015; Rosano et al., 2019). 

En algunas proteínas se requiere de un entorno citoplasmático oxidativo para mejorar su 

solubilidad por el contenido de enlaces disulfuro (Jalomo-Khayrova et al., 2018).  Para 

solucionarlo, New England BioLab comercializa una E. coli BL21 (DE) modificada 

genéticamente llamada SHuffle® T7 Express (SHuffle®). Esta cepa tiene deleciones de 

glutatión reductasa (gor-) y tiorredoxina reductasa (trxB-) que proporcionan el ambiente 

oxidativo en el citoplasma (Seras-Franzoso et al., 2012). Además, sobre expresa la disulfuro 

isomerasa citoplasmática (DsbC), lo que conduce a menor cantidad de cuerpos de inclusión 

(Ahmadzadeh, Farshdari, Nematollahi, Behdani, & Mohit, 2020; Safarpour et al., 2017). 
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Capítulo 3 

Metodología 

Las proteínas recombinantes requieren, para su producción, de un vector de expresión y 

sistema biológico diseñados específicamente para la proteína que se requiere expresar. En este 

estudio, el vector de expresión fue un plásmido, diseñado y proporcionado por la Universidad de 

Concepción, que contenía tres proteínas de L. intracellularis. Individualmente para las tres 

proteínas, la primera etapa del estudio consistió en el chequeo y elaboración de los bancos 

primarios y de trabajo en el sistema biológico de E. coli. En la segunda etapa se realizó la 

expresión de las proteínas y recuperación de la biomasa celular. Por último, en la tercera etapa 

se efectuó la ruptura celular, lavados y solubilización de los cuerpos de inclusión. 

Confección del banco primario y de trabajo de E. coli SHuffle® que expresa los antígenos 

de L. intracellularis 

La construcción del banco primario y de trabajo fue elaborado para contar con cepas de 

E. coli SHuffle® T7 Express (New England Biolabs, Reino Unido) que expresen individualmente 

las proteínas OMP1q, OMP2q e INVASq, los cuales poseen una secuencia de reconocimiento 

de linfocitos T para potenciar la respuesta inmunogénica celular y la etiqueta de poli-histidina 

(6xHis) para facilitar la purificación (Montesino et al., 2019). El plásmido que contiene los tres 

casetes de expresión y los controles fueron proporcionados por el Laboratorio de Fisiopatología 

de la Universidad de Concepción, Chile (Figura 1). 
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Figura 1  

Plásmidos de expresión con genes de interés de Lawsonia intracellularis 

 

Nota. a) Expresión de tres proteínas OMP1q, OMP2q e INVASq. b) Expresión de OMP1q. c) 

Expresión de OMP2q. d) Expresión de INVASq. 

Chequeo de la expresión de los antígenos 

El primer paso fue chequear los plásmidos construidos por el Laboratorio de 

Biotecnología y Biofármacos de la Facultad de Ciencias Biológicas para comprobar la correcta 

expresión de los tres antígenos. Se realizaron transformaciones por shock térmico de E. coli 

SHuffle® (New England Biolabs, Reino Unido) quimiocompetentes con aproximadamente 200 

ng del ADN plasmídico. Posteriormente se cultivaron las bacterias transformadas con cada 

plásmido en cajas Petri con 10 mL de medio agar Luria Bertani (LB) (Liofilchem, Italia) más 
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ampicilina, a una concentración final de 100 µg/mL (LBA) (USBiological, EE. UU), y se incubó a 

37 °C durante 15 horas (Hori et al., 2019; Tripathi, 2016). Las colonias obtenidas de cada 

transformación se inocularon en matraces de 500 mL con 50 mL de medio de cultivo LBA. Los 

matraces se incubaron a 37 °C en agitación constante de 150 rpm (revoluciones por minuto) 

hasta llegar a una densidad óptica (OD) de 0,6 medida a una longitud de onda (λ) de 600 nm en 

un espectrofotómetro (UV-2505, Labomed, Inc., EE. UU). La inducción de los antígenos 

(OMP1q, OMP2q e INVASq) se realizó mediante la adición de 0,75 mM, concentración final, de 

IPTG. El cultivo se mantuvo durante 4 horas en las mismas condiciones de crecimiento. 

Finalmente, se recuperaron los antígenos y se comprobó su expresión mediante gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western blot (Figura 2) (Jashandeep, Arbind, & Jagdeep, 2018; 

Salazar, Montesino, & Ramos, 2020).  

Elaboración del banco primario y de trabajo 

El cultivo fue centrifugado a 1500 G por 10 minutos y las células se resuspendieron en 

20 mL de glicerol al 60 %. Se hicieron alícuotas de 1 mL/vial en crioviales (Winkler, Chile) y se 

conservaron a -80 °C. A partir de tres viales se realizó el chequeo de viabilidad del banco, 

expresada en UFC/mL, realizando diluciones seriadas y contando las células (Figura 3). 

Preparación de los controles 

El control positivo corresponde a colonias de E. coli SHuffle®, transformadas con el 

plásmido (Figura 1) para la producción de las proteínas OMP1q, OMP2q e INVASq. Mientras, el 

control negativo fueron colonias de E. coli SHuffle® sin transformar. Los controles fueron 

obtenidos bajo las mismas condiciones de crecimiento que las proteínas de interés (Salazar et 

al., 2020). 
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Figura 2  

Diagrama de flujo para el chequeo de la producción de los antígenos en E. coli SHuffle® 

transformada con los vectores para la expresión de los genes de interés 

 

Nota. LBA: Medio LB con Ampicilina 1X. OD: Unidad de densidad óptica a 600 nm. G: Fuerza 

G. 
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Figura 3  

Diagrama de flujo para la elaboración del banco celular primario de E. coli SHuffle® productora 

de proteínas de interés 

 

Nota. LBA: Medio LB con Ampicilina 1X. OD: Unidad de densidad óptica a 600 nm. G: Fuerza 

G. BCP: Banco celular primario. 

Preparación del medio de cultivo Terrific Broth para la fermentación 

El medio de cultivo Terrific Broth (TB) se preparó según lo publicado por Tartoff et al., 

(1987) con la variación de la fuente de carbono, utilizando glucosa en lugar de glicerol, TB 

modificado (TBM). El medio TBM contenía 40 g de glucosa (Sigma, EE. UU), 24 g de triptona 

(Becton Dickinson, EE. UU) y 48 g de extracto de levadura (Becton Dickinson, EE. UU). Todos 

los compuestos se disolvieron en un volumen final de 1,6 L de agua destilada y se vertieron en 
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un fermentador de 5 L de volumen efectivo (Winpact FS-06, EE. UU). Las sales de fosfato, 

utilizadas como tampones para regular cambios de pH, se prepararon a una concentración de 

10 X disolviendo 4,62 g de KH2PO4 (Merk, Alemania) y 25,08 g de K2HPO4 (Merk, Alemania) 

aforado con agua destilada a 200 mL. El medio TBM y las sales fueron esterilizadas a 121 °C 

por 15 minutos. Luego, el fermentador fue armado y se agregó los 200 mL de sales y 2 mL de 

ampicilina (volumen final de 100 µg/mL, TBMA). Finalmente, el inóculo se añadió para 

comenzar la fermentación (Oliveira & Domingues, 2018; Tartoff & Hobbs, 1987). 

Preparación del inóculo del cultivo en fermentador 

Los procesos descritos a continuación fueron realizados para cada uno de los antígenos 

estudiados OMP1q, OMP2q e INVASq. El preinóculo del fermentador se realizó a partir de una 

alícuota del banco de trabajo. Se inoculó, por duplicado, 100 µL del banco de trabajo de E. coli 

SHuffle® (New England Biolabs, Reino Unido) en tubos de 50 mL con 10 mL de caldo LBA. Los 

tubos se incubaron a 37 °C a 150 rpm de agitación durante 10 horas (Montesino et al., 2019; 

Salazar et al., 2020; Tripathi, 2016).  

El inóculo del fermentador se preparó en dos matraces de 500 mL que contenían 100 

mL de caldo LBA, los cuales se inocularon con 1 mL de preinóculo. Los matraces se incubaron 

a 37 °C en agitación constante de 150 rpm durante 10 horas (Salazar et al., 2020; Tripathi, 

2016). 

Fermentación a escala de 2 L 

200 mL del inóculo previamente preparado se añadieron en el fermentador de 2 L de 

volumen final de cultivo con medio TBMA (ver epígrafe 3.2) y se estableció como condiciones 

iniciales la temperatura a 37 °C, agitación a 200 rpm y pH 7,0. Durante todo el proceso de 

fermentación se monitoreó las condiciones de crecimiento. La temperatura fue fijada por el 

intercambiador de calor del equipo, el pH se reguló mediante adición de NH3OH al 30 % (v/v) y 

H3PO4 al 20 % (v/v) y el oxígeno disuelto se controló con variaciones de la agitación para 
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mantenerlo sobre el 20 %. Muestras del cultivo fueron tomadas cada hora para evaluar el 

crecimiento celular y la expresión de los antígenos de interés (Oliveira & Domingues, 2018; 

Salazar et al., 2020; Tripathi, 2016). 

A las 6 horas de fermentación se adicionó 300 mL de un suplemento que contiene 

glicerol al 2 % y extracto de levadura 1,38 % como concentración final. El suplemento, que 

constituye nueva fuente de carbono para las bacterias, fue adicionado a un flujo constante de 

60 mL/min. Finalmente, se realizó la inducción cuando la biomasa alcanzó una concentración 

entre 5-11 g/L, adicionando IPTG a una concentración final de 0,75 mM. El cultivo se mantuvo 

por 4 horas (Chhetri et al., 2015; Montesino et al., 2019; Salazar et al., 2020). 

Recuperación de la biomasa celular 

La biomasa celular se centrifugó a 4470 G por 15 minutos a 4 °C, para luego ser 

resuspendida en buffer de ruptura que contiene PBS 1 X (Buffer fosfato salino) y Tritón X-100 al 

0,1 %. La suspensión celular fue lisada mediante disrupción mecánica en prensa francesa 

(Avestin, Canadá). El sobrenadante y el pellet de ruptura fueron separados mediante 

centrifugación a 15000 G por 30 minutos. La expresión fue analizada mediante SDS-PAGE y 

Western blot (Jashandeep et al., 2018; Salazar et al., 2020; Tripathi, 2016). 

Ruptura en prensa francesa 

La biomasa celular disuelta en buffer de ruptura, a una concentración de 20 g/L se 

rompió en prensa francesa (Avestin, Canadá). La suspensión se recirculó 6 veces por la prensa 

francesa a una presión de 12000 psi. Posteriormente, el equipo se lavó con el mismo volumen 

de buffer de ruptura para obtener una solución a 10 g/L. La crema rota se centrifugó a 15000 G 

por 30 minutos y se separó el sobrenadante del pellet. El sobrenadante se recolectó y guardó a 

-20 °C. Mientras, el pellet se resuspendió en el mismo volumen (concentración final de 10 g/L) 

con PBS 1 X a pH 7,4 (Salazar et al., 2020; Tripathi, 2016). 
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Lavado de los antígenos 

Los antígenos fueron semipurificados como cuerpos de inclusión siguiendo el 

procedimiento descrito por Promdonkoy, Warit, y Panyim (2004). Para lo cual, la solución final 

obtenida de la lisis celular se centrifugó a 15000 G por 30 minutos. El precipitado fue lavado dos 

veces durante 30 minutos en agitación (300 rpm) con NaCl 1 M y Tritón X-100 al 1 % y dos 

veces con PBS 1 X. Después de cada lavado se separó el pellet mediante centrifugación a 

15000 G por 30 minutos. Finalmente, los cuerpos de inclusión se resuspendieron en buffer PBS 

1 X a pH 7,4 y se almacenaron a -20 °C (Esmaili, Mohammad Sadeghi, & Akbari, 2018; Oliveira 

& Domingues, 2018). 

Determinación de concentración 

La concentración de los antígenos se determinó luego de aplicar las muestras en SDS-

PAGE utilizando como patrón externo cantidades conocidas de albúmina de suero bovino (por 

sus siglas en inglés, BSA) (0,125; 0,25; 0,5; y 1 mg/mL). En el mismo gel se aplicó 20 y 10 µL 

de la suspensión de los antígenos. A partir del análisis de intensidad de banda en el software 

AzureSpot 2.0 (Azure Biosystems, EE. UU) se obtuvo la ecuación de la recta necesaria para el 

cálculo de la concentración de cada antígeno (Salazar et al., 2020). 

Solubilización de los cuerpos de inclusión 

Se utilizó 20 mL de los antígenos disueltos en buffer PBS 1 X, pH 7,4. La solución fue 

centrifugada a 15000 G por 30 minutos. El pellet se resuspendió en 20 mL de urea 8 M, en 

buffer fosfato 100 mM a pH 7,0. La incubación se efectuó a diferentes temperaturas por 

diferentes periodos de tiempo con agitación constante de 300 rpm. Posteriormente, se 

centrifugó a 15000 G por 30 minutos y mediante SDS-PAGE y Western blot se analizó el 

sobrenadante y pellet de cada ensayo (Esmaili et al., 2018; Tripathi, 2016). 



51 

 
Tabla 3  

Condiciones de solubilización utilizadas 

SDS-PAGE y Western blot 

Los geles de poliacrilamida se prepararon a 12,5 % y 1,5 mm de espesor según el 

procedimiento descrito por Laemmli (1970). El buffer de corrida se preparó con agentes 

desnaturalizantes mediante la adición de 1 g de SDS, 14,4 g de glicina y 3 g de Tris-base, 

aforado en 1 L de agua destilada. La electroforesis se corrió a 90 V durante 3 horas. Las 

bandas de proteínas se visualizaron incubando el gel en una solución de tinción, que contiene 

2,5 g/L de azul brillante Coomassie R-250, 45 % de metanol y 10 % de ácido acético glacial, 

durante 1 hora. Luego el gel se destiñó con solución de distinción (20 % metanol, 10 % ácido 

acético glacial).  

Una vez separadas las muestras en SDS-PAGE las proteínas se transfirieron, a una 

membrana de nitrocelulosa BA-85 (Schleicher & Schuell, Alemania) en un equipo de 

transferencia semihúmedo (TransBlot-Turbo, BioRad, EE. UU). La transferencia se realizó a 0,3 

A y 25 V durante 30 minutos. La membrana se bloqueó con leche descremada al 5 % en TBS 1 

X (Tris buffer salino) durante toda la noche a 4 °C y agitación constante. Como primer 

anticuerpo se usó anti-histidina en ratón (6x monoclonal antibody, Clontech Laboratories, EE. 

UU) diluido 1:5000 en leche descremada al 5 % en TBS 1 X durante 2 horas a temperatura 

ambiente y agitación constante. Se realizaron tres lavados, de 10 minutos cada uno, con el 

Solvente Temperatura Tiempo 

Urea 8 M 

90 °C 30 min 60 min 90 min 

21 °C 60 min   

37 °C 1 h 2 h 3 h 

45 °C 1 h 2 h 3 h 

60 °C 1 h 2 h 3 h 

Urea 8 M + BME 20 mM 

60 °C 1 h 2 h  

75 °C 1 h 2 h  

90 °C 1 h 2 h  
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buffer de lavado que contiene TBS 1 X con Tween 20 al 0,1 % (TBST). Posteriormente, la 

membrana se incubó con el anticuerpo anti-ratón (Alexa Fluor 680, Jackson, EE. UU) diluido 

1:10000 en leche descremada al 5 % y TBS 1 X durante 1 hora a temperatura ambiente con 

agitación constante. Finalmente se realizaron tres lavados con TBST de 10 minutos cada uno 

(Salazar et al., 2020; Tripathi, 2016). 

Las bandas, del gel de poliacrilamida y la membrana de nitrocelulosa, se visualizaron 

utilizando el equipo de captura de imagen Odyssey System (LI-COR Biosciences, EE. UU). 



53 

 
Capítulo 4 

Resultados 

La producción de proteínas recombinantes requiere de la optimización de los procesos 

productivos para disminuir costos, tiempo y garantizar la calidad. Por lo tanto, la primera etapa 

del estudio se enfocó en obtener una fermentación efectiva, comprobando la expresión de los 

antígenos de los bancos celulares y monitoreando las condiciones de fermentación. Mientras, 

en la segunda etapa se optimizó la obtención de los antígenos mediante el análisis de su 

recuperación, rendimiento de la expresión, lavados y solubilización de los cuerpos de inclusión. 

Banco primario y de trabajo de los antígenos recombinantes de L. intracellularis 

Los plásmidos que contienen los genes codificantes para los antígenos recombinantes 

OMP1q, OMP2q e INVASq fueron diseñados y construidos por el Laboratorio de Fisiopatología 

de la Universidad de Concepción. En la Figura 1 se observa el plásmido utilizado a partir del 

cual se extrajeron las secuencias de cada gen para ser expresadas independientemente. La 

metodología seguida para la expresión de cada antígeno se describe en la Figura 2. Las 

colonias obtenidas luego de la transformación de E. coli SHuffle® se sembraron en medio 

líquido y se analizó la expresión de los antígenos. Luego de la disrupción mecánica de la 

biomasa celular, el pellet de ruptura fue analizado en SDS-PAGE y Western blot para 

comprobar la expresión de los antígenos.  

Una vez corroborada la expresión del antígeno se realizó un banco de trabajo que fue 

utilizado para los estudios posteriores. El banco de trabajo se realizó a partir de la colonia 

donde se obtuvo la mayor expresión de antígeno. Las Figura 4-Figura 6 muestran bandas a la 

altura de 25, 60 y 30 kDa, aproximadamente, correspondiente a la expresión de los antígenos 

INVASq, OMP2q y OMP1q, respectivamente. 

La expresión de INVASq, luego de tinción con azul de Coomassie, fue similar en todas 

las colonias analizadas (Figura 4). Para la confección del banco se seleccionó la colonia 5. 
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Siguiendo el mismo análisis para OMP2q se seleccionó la colonia 4 (Figura 5), mientras para 

OMP1q fue seleccionada la colonia 1 (Figura 6). 

Figura 4  

Análisis de la expresión de INVASq mediante SDS-PAGE 

 

Nota. PM: Marcador de Peso; Colonias numeradas del 1-5. 

Figura 5  

Análisis de la expresión de OMP2q  

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. PM: Marcador de Peso; C+: Control 

positivo (bacteria transformada que expresa los tres antígenos); Colonias numeradas del 1-4. 
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Figura 6  

Análisis de la expresión de OMP1q 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. PM: Marcador de Peso; C-: Control 

negativo (bacteria sin transformar); C+: Control positivo (bacteria con expresión de los tres 

antígenos); Colonias numeradas del 1-8. 

Con el objetivo de chequear los bancos primarios realizados se tomaron al azar tres 

alícuotas y se realizó el mismo procedimiento descrito anteriormente para comprobar la 

expresión de los antígenos (Figura 3). Los sobrenadantes y lisados celulares obtenidos luego 

de la ruptura celular se analizaron mediante separación en SDS-PAGE y western blot. Los 

resultados mostraron la presencia de bandas a las tallas moleculares esperadas 25, 60 y 30 

kDa, que corresponden con los antígenos INVASq, OMP2q y OMP1q respectivamente (Figura 

7-Figura 9). Los antígenos se encuentran mayoritariamente formando cuerpos de inclusión. 

Luego se conocer que los bancos expresaban correctamente los antígenos se dividió a la mitad, 

constituyendo una mitad el banco maestro o primario y la otra el banco de trabajo. Ambas cajas 

se identificaron adecuadamente y se guardaron a -80 ºC en diferentes freezers. 

 

 

 

 



56 

 
Figura 7  

Chequeo del banco celular primario de INVASq 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. PM: Marcador de Peso; 1: Pellet de 

ruptura 1; 2: Sobrenadante de ruptura 1; 3: Pellet de ruptura 2; 4: Sobrenadante de ruptura 2; 5: 

Pellet de ruptura 3; 6: Sobrenadante de ruptura 3. 

Figura 8  

Chequeo del banco celular primario de OMP2q 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. PM: Marcador de Peso; C+: Control 

Positivo; C-: Control negativo; 1: Pellet de ruptura 1; 2: Sobrenadante de ruptura 1; 3: Pellet de 

ruptura 2; 4: Sobrenadante de ruptura 2; 5: Pellet de ruptura 3; 6: Sobrenadante de ruptura 3. 
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Figura 9  

Chequeo del banco celular primario de OMP1q 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. PM: Marcador de Peso; C+: Control 

Positivo; C-: Control negativo; 1: Sobrenadante de ruptura 1; 2: Pellet de ruptura 1; 3: 

Sobrenadante de ruptura 2; 4: Pellet de ruptura 2; 5: Sobrenadante de ruptura 3; 6: Pellet de 

ruptura 3; 7: Sobrenadante de ruptura 4; 8: Pellet de ruptura 4. 

Expresión de los antígenos en fermentador 

La expresión de los antígenos se realizó en fermentador a escala de 2 L siguiendo el 

procedimiento descrito previamente (epígrafe 3.4). Las condiciones establecidas en el 

laboratorio han mostrado rendimientos volumétricos en el orden de 600 mg/L para la expresión 

de los antígenos de L. intracellularis utilizando medio TBM en un cultivo a lote incrementado 

(Tesis de grado, Santiago Salazar, 2020). Estos rendimientos se alcanzaron en una cepa de E. 

coli que expresa los tres antígenos a partir de tres unidades trascripciones independientes. 

Ensayos realizados en el mismo trabajo permitió conocer que una unidad de densidad óptica a 

600 nm es equivalente a 0,49 gramos de biomasa seca por litro de cultivo (g/L). Esta 

información fue utilizada para el cálculo de la biomasa celular en los cultivos realizados en el 

presente trabajo. Mientras, la velocidad de crecimiento (µ) y el tiempo de duplicación (g) se 

calcularon con las Ecuaciones 1 y 2 (Widdel, 2010). 

μ =
ln DO2 −  ln DO1

t2 − t1
  (1) 
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g =
ln 2

μ
  (2) 

El cultivo para la expresión de OMP1q comenzó en fase exponencial desde la 

inoculación. Esta fase se mantuvo por casi 6 horas donde se alcanzó una biomasa celular de 

7,03 g/L (Tabla 4, Figura 10). Posterior a la alimentación (6-8 horas de cultivo) se obtuvo casi 

una duplicación de la biomasa alcanzando los 12,52 g/L. La obtención de cultivos de alta 

densidad es deseable para garantizar mayor expresión de las proteínas. A partir de las 8 horas, 

luego de la inducción con 0,75 mM de IPTG, se observó una disminución de la velocidad de 

crecimiento a 0,13 horas-1. A las 12 horas el cultivo alcanzó la fase estacionaria caracterizada 

por un tiempo de duplicación de 12,20 horas (μ=0,02 horas-1). Al final de la fermentación se 

obtuvo una concentración de biomasa de 20,07 g/L. 

Tabla 4  

Análisis de la fermentación de E. coli SHuffle® que expresa OMP1q 

Nota. *Es la media de dos determinaciones. 

 

 

 

 

 

Tiempo 
(horas) 

Densidad óptica 
(600 nm)* 

Peso seco 
(g/L) 

μ (horas-1) g (horas) 

0 0,31 0,15 - - 

2 1,36 0,66 0,32 0,93 

4 6,34 3,11 0,33 0,90 

6 14,34 7,03 0,18 1,70 

8 25,55 12,52 0,13 2,40 

10 36,55 17,91 0,08 3,87 

12 40,95 20,07 0,02 12,20 
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Figura 10  

Curva de crecimiento de E. coli SHuffle® que expresa OMP1q en medio TBMA 

 

Las condiciones de cultivos para la expresión de los antígenos OMP2q e INVASq fueron 

las mismas que las utilizadas para la expresión de OMP1q. La curva de crecimiento de la 

fermentación para la obtención de OMP2q mostró un comportamiento similar a OMP1q. El 

cultivo mantuvo una fase exponencial desde tiempo cero hasta las 6 horas donde alcanzó 

aproximadamente una biomasa de 6,28 g/L. Sin embargo, a partir de la inducción se observó 

una disminución de la biomasa a las 10 horas en comparación con OMP1q (12,96 g/L) que se 

mantuvo hasta finalizar la fermentación. A las 12 horas la velocidad de crecimiento (-0,02 horas-

1) y el tiempo de duplicación (-19,67 horas) indicaba que el cultivo comenzaba una etapa de 

muerte celular (Tabla 5, Figura 11). 

Tabla 5  

Análisis de la fermentación de E. coli SHuffle® que expresa OMP2q 

Tiempo (horas) Densidad óptica (600 nm)* Peso seco (g/L) μ (horas-1) g (horas) 

0 0,22 0,11 - - 

2 1,39 0,68 0,40 0,75 

4 5,68 2,78 0,31 0,98 
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Nota. *Es la media de dos determinaciones. 

Figura 11  

Curva de crecimiento de E. coli SHuffle® que expresa OMP2q en medio TBMA 

 

El cultivo celular en fermentador de 2 L para la producción de INVASq, mostró un 

comportamiento muy similar a la expresión de OMP1q (Figura 10). El cultivo alimentado a las 6 

horas con 6,46 g/L duplicó la biomasa, en 1,67 horas, luego de la adición del incremento (12,53 

g/L, m 0,14). Aunque se observó un decrecimiento de la velocidad de crecimiento, (m 0,02) 

posterior a la inducción, se obtuvo una densidad celular de 20,63 g/L, a las 12 horas de cultivo, 

similar al rendimiento obtenido para OMP1q (Tabla 6, Figura 12). 

Tiempo (horas) Densidad óptica (600 nm)* Peso seco (g/L) μ (horas-1) g (horas) 

6 12,83 6,28 0,18 1,70 

8 21,90 10,73 0,12 2,59 

10 26,45 12,96 0,04 7,34 

12 24,65 12,08 -0,02 -19,67 
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Tabla 6  

Análisis de la fermentación de E. coli SHuffle® que expresa INVASq 

Nota. *Es la media de dos determinaciones. 

Figura 12  

Curva de crecimiento de E. coli SHuffle® que expresa INVASq en medio TBMA 

 

Recuperación de antígenos 

La biomasa obtenida en los cultivos de OPM1q y OPM2q en fermentador de 2 L, se 

rompieron mediante disrupción mecánica utilizando prensa francesa (epígrafe 3.3 de 

Metodología). El análisis del sobrenadante y del lisado celular mediante SDS-PAGE y Western 

blot mostraron bandas a un peso molecular aproximado a 35 kDa (Figura 13) y 63 kDa (Figura 

Tiempo 
(horas) 

Densidad óptica 
(600 nm)* 

Peso seco 
(g/L) 

μ (horas-1) g (horas) 

0 0,13 0,06 - - 

2 0,66 0,32 0,36 0,85 

4 5,74 2,81 0,47 0,64 

6 13,18 6,46 0,18 1,67 

8 25,58 12,53 0,14 2,09 

10 38,85 19,04 0,09 3,32 

12 42,10 20,63 0,02 17,26 
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14) correspondientes a las proteínas OMP1q y OMP2q respectivamente. En ambos casos las 

proteínas se encuentran en el pellet de ruptura, sin detectarse de forma soluble en el 

sobrenadante de ruptura. 

Figura 13  

Recuperación del antígeno OMP1q 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. C-: Control negativo; C+: Control positivo; 

PM: Marcador de peso; 1: Sobrenadante de ruptura; 2: Pellet de ruptura. 

Figura 14  

Recuperación del antígeno OMP2q 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. C-: Control negativo; C+: Control positivo; 

PM: Marcador de peso; 1: Sobrenadante de ruptura; 2: Pellet de ruptura. 
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Lavado de los cuerpos de inclusión 

Los cuerpos de inclusión obtenidos se lavaron dos veces con NaCl 1 M y Tritón X-100 al 

1 % y dos veces con PBS 1 X, para eliminar contaminantes como lípidos, ADN y proteínas de 

membrana. En la Figura 15 muestra que luego del primer lavado con NaCl 1 M y Tritón X-100 al 

1 % se eliminan proteínas contaminantes que acompañan los cuerpos de inclusión. Los lavados 

posteriores no contribuyeron a un aumento de la pureza del antígeno OMP1q. El mismo 

procedimiento fue aplicado para eliminar contaminantes de los cuerpos de inclusión de OPM2q 

(Figura 16). Aunque se observa la remoción de impurezas luego de los lavados, es necesario 

aplicar otros métodos que logren el aislamiento de los antígenos presentes en los cuerpos de 

inclusión. 

Figura 15  

Análisis de los lavados de OMP1q 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. S: Sobrenadante de ruptura P: Pellet de 

ruptura. C-: Control negativo. C+: Control positivo. PM: Marcador de peso; Lvd. 1: Primer lavado. 

Lvd. 2: Segundo lavado. Las soluciones de lavado fueron NaCl 1 M + Tritón X-100 al 1 % y PBS 

1 X. 
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Figura 16  

Análisis de los lavados de OMP2q 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. S: Sobrenadante de ruptura P: Pellet de 

ruptura. C-: Control negativo. C+: Control positivo. PM: Marcador de peso; Lvd. 1: Primer lavado. 

Lvd. 2: Segundo lavado. Las soluciones de lavado fueron NaCl 1 M + Tritón X-100 al 1 % y PBS 

1 X. 

A partir de los resultados anteriores se procedió a realizar un análisis utilizando las 

muestras luego de la ruptura (sin lavados) y posterior a los lavados, volviendo más visible la 

diferencia entre los cuerpos de inclusión iniciales y lavados (Figura 17). 
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Figura 17  

Cuerpos de inclusión de OMP1q y OMP2q lavados 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. PM: Marcador de peso; 1: Pellet de 

ruptura; 2: Pellet de ruptura lavado. 

Rendimiento de la expresión de los antígenos 

La cuantificación del rendimiento de los antígenos se realizó aplicando en SDS-PAGE 

concentraciones conocidas de BSA y los antígenos de interés. Además, se aplicaron muestras 

previas y posteriores a los lavados para calcular la eficiencia de esta etapa del proceso (Figura 

18). Aunque ocurrió degradación de la proteína BSA no se consideró representativa al momento 

de realizar el análisis de cuantificación de la curva con el programa AzureSpot 2.0, el mismo 

que se utilizó para realizar la cuantificación de los antígenos. 
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Figura 18  

Cuantificación con BSA de OMP1q 

 

Nota. PM: Marcador de peso; 1: 10 μL pellet ruptura; 2: 20 μL pellet ruptura. 3: 10 μL pellet 

ruptura lavado; 4: 20 μL pellet ruptura lavado 5: 0,0625 mg/mL BSA; 6: 0,125 mg/mL BSA; 7: 

0,25 mg/mL BSA; 8: 0,5 mg/mL BSA; 9: 1 mg. 

A partir de los datos obtenidos se realizó el cálculo del rendimiento, del antígeno 

OMP1q, luego de los lavados realizados. Los datos recogidos en la Tabla 7-Tabla 8 

corresponden a la masa (µg de antígenos), proporcionada por el software, el volumen cargado 

en el gel (µL) y el factor de dilución (𝐷) que es la relación entre la concentración de biomasa al 

finalizar la fermentación y la concentración de biomasa obtenida posterior a la ruptura. Para el 

antígeno OMP1q se usó la relación de la Ecuación 3: 

𝐷 = 20,07 
𝑔 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎

𝐿 𝐶𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
÷ 10

𝑔 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎

𝐿 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
 = 2,01

𝐿 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝐿 𝐶𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
 (3) 

Mientras, para el cálculo del rendimiento (𝑌) se aplicó la siguiente Ecuación 4, donde 𝑥 

es la concentración de la proteína y 𝐷 el factor de dilución. Finalmente, La Ecuación 5 se usó 

para el cálculo de los porcentajes de recuperación. 

𝑌 (
𝑚𝑔 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎

𝐿 𝐶𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
) = 𝑥 (

𝑚𝑔 𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎

𝐿 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
) × 𝐷 (

𝐿 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝐿 𝐶𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
) (4) 

% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑚𝑔/𝐿)

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑣𝑖𝑎𝑙 (𝑚𝑔/𝐿)
× 100 (5) 
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El análisis realizado muestra que solo un 0,6 % de OMP1q se pierde en el proceso de 

lavado, por tanto, la recuperación de los cuerpos de inclusión que se obtienen desde la 

fermentación es del 99,4 %. 

Tabla 7  

Rendimiento de expresión de OMP1q 

Análisis similar se realizó para cuantificar la recuperación del antígeno OMP2q (Figura 

19). Los valores de la Tabla 8 se obtuvieron aplicando la misma metodología, con la diferencia 

del factor de dilución (𝐷). Para OMP2q este valor fue: 

𝐷 = 12,08 
𝑔 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎

𝐿 𝐶𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
÷ 10

𝑔 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎

𝐿 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
 = 1,21

𝐿 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝐿 𝐶𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
 (6) 

Los cálculos realizados indican que OMP2q disminuye su concentración de proteína al 

realizar los lavados, pasando de 525,44 mg/L a 380,39 mg/L. Consiguiendo una recuperación 

de los cuerpos de inclusión de 72,4 %. 

Tabla 8  

Rendimiento de expresión de OMP2q 

OMP1q 

Muestra 
Masa 
(µg) 

Volumen 
(µL) 

Concentración 
(µg/µL) 

Factor de 
dilución 

Rendimiento 
(µg/µL) 

Rendimiento 
(mg/L) 

Inicial (Sin lavar) 
4,99 10,00 0,50 2,01 1,00 1001,49 

7,17 20,00 0,36 2,01 0,72 719,51 

Final (Lavados NaCl 
y Tritón) 

4,96 10,00 0,50 2,01 1,00 995,47 

7,24 20,00 0,36 2,01 0,73 726,53 

Peso seco 
fermentación (g) 

20,07      

OMP2q 

Muestra 
Masa 
(µg) 

Volumen 
(µL) 

Concentración 
(µg/µL) 

Factor de 
dilución 

Rendimiento 
(µg/µL) 

Rendimiento 
(mg/L) 

Inicial (Sin lavar) 
4,35 10,00 0,44 1,21 0,53 525,44 

5,04 20,00 0,25 1,21 0,30 304,39 

Final (Lavados NaCl 
y Tritón) 

3,15 10,00 0,32 1,21 0,38 380,49 

5,20 20,00 0,26 1,21 0,31 314,05 

Peso seco 
fermentación (g) 

12,08      
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Figura 19  

Cuantificación con BSA de OMP2q 

 

Nota. PM: Marcador de peso; 1: 10 μL pellet ruptura; 2: 20 μL pellet ruptura. 3: 10 μL pellet 

ruptura lavado; 4: 20 μL pellet ruptura lavado 5: 0,0625 mg/mL BSA; 6: 0,125 mg/mL BSA; 7: 

0,25 mg/mL BSA; 8: 0,5 mg/mL BSA; 9: 1 mg. 

Solubilización de los antígenos 

En nuestro trabajo se realizaron varios protocolos para optimizar la solubilización de los 

cuerpos de inclusión y en posteriores estudios realizar la purificar de los antígenos en 

cromatografía líquida. 

El antígeno de OMP2q, con concentración de 380,39 mg/L, fue seleccionado para 

realizar el primer ensayo de solubilización. 20 mL del antígeno disuelto en buffer PBS 1 X se 

incubó en urea 8 M, preparada en una solución de buffer fosfato 100 mM a pH 7, temperatura 

ambiente (21 °C), por 1 hora y agitación constante de 300 rpm (Figura 20). Los resultados 

muestran solubilización parcial del antígeno de interés, manteniéndose la mayor concentración 

de la proteína en el pellet. 
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Figura 20  

Lavado de OMP2q a temperatura ambiente (21 °C) con urea 8 M 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western blot. PM: Marcador de peso; S: Sobrenadante; 

P: Pellet. 

Con la finalidad de optimizar el proceso se realizaron nuevos ensayos que consistían en 

utilizar urea 8 M a temperaturas de 37, 45 y 60 °C por diferentes periodos de tiempo 

manteniendo la agitación constante (300 rpm). La solubilización del antígeno de interés se 

observó a partir de la hora 1 de incubación sin cambio evidente durante el ensayo. En la 

fracción soluble se obtuvo un incremento de proteínas contaminantes. Este aumento es 

directamente proporcional al tiempo de incubación, como se observa en las proteínas de peso 

molecular: 75, 48, 35 y 20 kDa (Figura 21-Figura 23). La solubilización de OMP2q no varía con 

el aumento de la temperatura, sin embargo, mientras mayor es la temperatura y el tiempo de 

incubación es mayor la cantidad de contaminantes que pasan a la fracción soluble, aumentando 

la pureza de OMP2q en el pellet. 
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Figura 21  

Lavado de OMP2 a 37 °C con urea 8 M 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western Blot. PM: Marcador de peso; S: Sobrenadante; 

P: Pellet. 

Figura 22  

Lavado de OMP2 a 45 °C con urea 8 M 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western Blot. PM: Marcador de peso; S: Sobrenadante; 

P: Pellet. 
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Figura 23  

Lavado de OMP2 a 60 °C con urea 8 M 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western Blot. PM: Marcador de peso; S: Sobrenadante; 

P: Pellet. 

Teniendo en cuenta que nuestro propósito era la solubilización del antígeno y los 

resultados obtenidos mostraban que el antígeno se mantenía mayoritariamente en el pellet se 

consideró utilizar un agente caotrópico, β-mercaptoetanol (BME), para mejorar la solubilización. 

Los experimentos de solubilización se realizaron en urea 8 M con 20 mM de BME a 

diferentes temperaturas (60, 75 y 90 °C) y agitación constante (300 rpm). En la Figura 24 se 

observa que la solubilización de OMP2q ocurrió desde la primera hora del ensayo. Al aumentar 

la temperatura durante la incubación se consiguió mayor solubilización de las proteínas totales, 

pero no hubo un incremento visible del antígeno en esta fracción. En las condiciones 

experimentales se obtuvo, contrario a lo deseado, un aumento de la pureza de OMP2q en la 

fracción insoluble, a las 2 horas de incubación a 75 °C. Es destacable que a temperatura de 90 

°C se observó una degradación del antígeno tanto en la fracción soluble como en el pellet. 
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Figura 24  

Lavado de OMP2 con urea 8 M y 20 mM de β-mercaptoetanol 

 

Nota. a) Separación en SDS-PAGE. b) Western Blot. PM: Marcador de peso; C: Pellet inicial; S: 

Sobrenadante; P: Pellet. 
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Capítulo 5 

Discusión 

Las pérdidas económicas por la enteropatía proliferativa porcina, solo en Estados 

Unidos, alcanza los 20 millones de dólares (Jansen, 2018), por lo que el desarrollo de métodos 

eficaces para combatir a L. intracellularis es esencial. Montesino y colaboradores (2019) 

desarrollaron un candidato vacunal quimérico que contiene dos proteínas de membrana externa 

OMP1q, OMP2q y una proteína de secreción INVASq, ingenierizadas mediante la adición de 

secuencias de epítopes T, que generó una respuesta inmune a partir de los 21 días de 

inmunización. Los resultados obtenidos también demostraron protección durante un ensayo de 

inmunización y reto con el patógeno. Además, el mismo grupo de investigación ha publicado 

resultados que demuestran haber establecido las condiciones de crecimiento celular en cultivo a 

lote-incrementado a escala de 2 L, para la expresión de los tres antígenos (Salazar, 2020). A 

pesar de estos resultados, no se conoce la potencialidad que tiene cada antígeno en la 

inducción de una respuesta inmune efectiva. Para demostrar la antigenicidad de cada antígeno 

es importante expresarlos independiente y posteriormente hacer los ensayos en animales.  

Los antígenos expresados en la cepa de bacteria E. coli SHuffle® se obtuvieron como 

cuerpos de inclusión. Esta cepa presenta mutaciones (trxB- y gor-) que proporciona un 

ambiente citoplasmático oxidativo, permitiendo la formación de enlaces disulfuro (Seras-

Franzoso et al., 2012). Además, de la enzima DsbC que actúa como chaperona oxido-

reductasa, mejorando el plegamiento oxidativo de proteínas que se expresan tanto en el 

compartimento periplásmico como en el citoplasma (Joseph et al., 2015; Safarpour et al., 2017). 

Con estos antecedentes se esperaría que al utilizar la E. coli SHuffle® las proteínas OMP1q, 

OMP2q e INVASq se expresaran de forma soluble, sin embargo, se obtuvieron como cuerpos 

de inclusión (CI). 
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La obtención de antígenos como CI para la generación de un candidato vacunal 

presenta gran relevancia. Las proteínas en forma de CI son más resistentes a la degradación 

por las proteasas de la célula huésped y los CI son menos propensos a ejercer efectos tóxicos 

(Singhvi, Saneja, Srichandan, & Panda, 2020). El aislamiento de los CI se puede realizar a partir 

de la centrifugación diferencial del lisado debido a su alta densidad, lo que permite un proceso 

de obtención rápido, robusto y costo-efectivo (García-Fruitós et al., 2012). La aplicación de 

antígenos como CI está ampliamente documentada. La administración subcutánea de los CI 

con direccionamiento a tumores ha liberado la proteína al torrente sanguíneo y se ha 

acumulado en el tumor por períodos sostenidos (Unzueta et al., 2018). Los CI pueden generar 

una respuesta celular T mediada por células dendríticas (Schetters et al., 2020; Singhvi et al., 

2020). Además, varios estudios han informado el uso de los CI como candidatos vacunales 

veterinarios (Kȩsik, Sa̧czyńska, Szewczyk, & Płucienniczak, 2004; Wedrychowicz et al., 2007). 

Sin embargo, Rosano y Ceccarelli (2019) sugiere que se puede reducir la formación de CI, en 

caso de que se desee, realizando el cultivo celular a temperaturas menores (15 a 25 °C). En 

esta condición los niveles de expresión serían menores (Safarpour et al., 2017). 

La expresión de los tres antígenos se logró de forma reproducible a partir de tres 

procesos de producción (fermentaciones fed-batch) utilizando medio rico TBM, lo cual permitió 

el rendimiento antigénico de 5.6 mg/L (medio LB) a 400 mg/L (Salazar et al., 2020). La 

alimentación con glucosa antes de la inducción aumentó la estabilidad del plásmido reprimiendo 

la expresión basal de la polimerasa T7 en la cepa de E. coli SHuffle® y consecuentemente se 

obtuvo un aumento del rendimiento volumétrico de los antígenos (75%) (Salazar et al., 2020). 

Varios métodos se han utilizado para la solubilización de los cuerpos de inclusión y 

posterior purificación de las proteínas contenidos en estos (Panda, 2003). Los desnaturalizantes 

fuertes o agentes caotrópicos como el GuHCl 6 M y la urea 8 M solubilizan completamente los 

cuerpos de inclusión (QIAexpressionist, 2003). Además, ayudan a mantener los residuos de 
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cisteínas en un estado reducido evitando la formación de enlaces sulfuros no nativos en 

soluciones de proteínas altamente concentradas (Panda, 2003). Se pueden utilizar otros 

desnaturalizantes o detergentes, pero la elección de estos reactivos y las concentraciones 

específicas deben establecerse empíricamente (Fischer, Sumner, & Goodenough, 1993). En 

nuestra investigación se utilizó BME y urea 8 M a diferentes temperaturas y tiempo de 

solubilización  

La eficiencia de la solubilización fue mayor al incubar las muestras a altas temperaturas. 

Resultados similares fueron obtenidos por Umetsu y colaboradores (2005), donde se 

solubilizaron cuerpos de inclusión de microglobulina β2 en un rango de temperatura de 4 a 80 

°C. La entalpía de despliegue de proteínas es menor a temperatura ambiente pero aumenta 

rápidamente con la temperatura (Baldwin, 1986). Además, cada proteína es diferente y su 

solubilidad depende de muchos factores: la naturaleza de la proteína, la composición, la 

temperatura y el pH del solvente, entre otros (Zhuravko, Kononova, & Bobruskin, 2015). Sin 

embargo, temperaturas extremas (90 °C) puede producir degradación proteica, por lo que se 

sugiere realizar este proceso a menores temperaturas. 

A pesar de las diferentes condiciones de solubilización analizadas para OMP2q no se 

obtuvo alta eficiencia de solubilización. Esto sugiere que las fermentaciones realizadas a 37 °C 

provocan que la maquinaria celular de E. coli SHuffle® exprese los antígenos quiméricos 

aceleradamente, evitando la acción de la chaperona oxido-reductasa DsbC (Jevševar et al., 

2008; Safarpour et al., 2017). Se deben realizar ensayos de solubilización con otros agentes 

caotrópicos en función de la temperatura (QIAexpressionist, 2003). Además, se debe estudiar la 

relación entre medio de cultivo y la formación de los CI. El TB sin modificar podría disminuir la 

formación de los cuerpos de inclusión al reducir la velocidad de crecimiento y expresión 

(Bentley, Mirjalili, Andersen, Davis, & Kompala, 1990). 
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Capítulo 6 

Conclusiones 

• La creación de bancos de trabajo en los procesos biotecnológicos asegura la robustez 

de la etapa de cultivo celular dentro del proceso de producción de las biomoléculas.  

• La inducción de cultivos de alta densidad (sistemas Fed-Batch) conduce altos 

rendimientos de aproximadamente 500 mg de antígeno por litro de cultivo. 

• Al finalizar los lavados de los cuerpos de inclusión se obtuvo un rendimiento de la 

expresión de los antígenos mayor a 70 %. 

• La expresión de los antígenos quiméricos contra Lawsonia intracellularis, en cultivos 

celulares, se obtuvieron como cuerpos de inclusión con propiedades resistentes a la 

solubilización. 
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Recomendaciones 

• Analizar la formación de cuerpos de inclusión para los tres antígenos, expresados en E. 

coli SHuffle®, utilizando un rango de temperatura de 15 a 30 °C. 

• Verificar la solubilización de los cuerpos de inclusión de OMP1q, OMP2q e INVASq 

utilizando GuHCl 6 M como solvente. 

• Evaluar la expresión de los antígenos en la cepa BL21, teniendo en cuenta que 

resultados preliminares indican que no hay formación de puentes disulfuros en las 

proteínas OMP1q, OMP2q e INVASq, por tanto, no habría ventaja en utilizar E. coli 

SHuffle®. 
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