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Estabilidad de la cepa vacunal

B. abortus S19 portadora

de un plasmido de expresién eucariota
codificante de la glicoproteina G

del virus de la rabia

Resumen

Brucella abortus S19 es una cepa vacunal intracelular contra la brucelosis bo-
vina. La rabia es una enfermedad letal en el ganado. Plasmidos codificantes
de la glicoproteina G del virus de la rabia inducen una respuesta protectora
en diferentes especies animales. En este trabajo se construyé el vector pB-
BR4-CMV-Ggp-SV40+, para transformar la cepa vacunal B. abortus S19 y
que codifica el gen G regulado por el promotor de citomegalovirus para la
expresion eucaridtica. Se evaluo la estabilidad de la cepa transformante tanto
in vitro como in vivo. Para los ensayos in vitro, la cepa B. abortus S19 pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+ se hizo crecer durante cinco pasajes secuenciales y para
los ensayos in vivo se infectaron ratones BALB/c hembras. Se determinaron
las unidades formadoras de colonia y se identifico el plasmido en cada uno
de los pasajes, asi como en los bazos a los siete dias post infeccién. Para pro-
bar la estabilidad del plasmido en la cepa, todos las variables se midieron con
y sin antibidtico. La concentracién bacteriana fue mds baja con antibidtico
que sin él, pero el crecimiento de la bacteria fue mas homogéneo. El plasmi-
do se identificd en colonias aisladas en medios con y sin antibidtico tanto en
condiciones in vitro como in vivo. Las células BHK-21 se transfectaron con el
plasmido construido y expresaron la glicoproteina G. La cepa B. abortus S19
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ mostro estabilidad y representa un candidato ade-
cuado como vector para desarrollar una vacuna bivalente contra brucelosis y
rabia. Esta es la primera vez que se transforma una especie de Brucella con
un plasmido de expresion eucariota.

Palabras clave: Glicoproteina G; Virus de la rabia; Brucella abortus S19; Promotor de CMV.

Introduccién
La rabia y la brucelosis estan consideradas como las principales enfermedades
zoondticas. Ambas afectan al ganado, representan un problema de salud animal y
repercuten en la salud humana (Monath et al.,, 2013).

La brucelosis bovina (BB) es causada principalmente por la bacteria intrace-
lular Brucella abortus (Diaz, 2013). Existen diferentes cepas vacunales para pre-
venir la BB. B. abortus RB51 es una cepa rugosa que carece de la cadena-O en


http://veterinariamexico.unam.mx
http://veterinariamexico.unam.mx
http://veterinariamexico.unam.mx
http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.2.2.347
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es
http://orcid.org/0000-0002-6451-1569
http://orcid.org/0000-0002-2338-9763
http://orcid.org/0000-0001-6766-0570
http://orcid.org/0000-0002-5656-0942
http://orcid.org/0000-0002-1669-1323
http://orcid.org/0000-0003-1339-2931
mailto:nidianaye@hotmail.com

o 0a
T T R T Cepa vacunal B. abortus S19 con un plasmido Articulo Cientifico W 2 /]3

de expresion eucariota del virus de la rabia

DOI: http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.2.2.347
Vol. 21 No. 2 1 Abril-Junio 1 2015

su lipopolisacérido (LPS), por lo que no induce anticuerpos detectables en las
pruebas de diagndstico y esto ayuda a diferenciar entre animales vacunados e
infectados (Schurig et al, 2002). Sin embargo, alin existe controversia sobre su
nivel protector.

B. abortus S19 es una cepa vacunal atenuada lisa debido a la presencia de la
cadena-O en su LPS, que induce anticuerpos detectables en los ensayos seroldgicos;
éste es el mayor problema asociado a la vacunacién con la cepa S19 y existe también
un riesgo de aborto de 2-3%. Esta cepa es altamente inmunogénica y ha demostra-
do ser la més efectiva contra BB (Nicoletti, 1990). La atenuacién de esta cepa se ha
asociado con una eliminacion en el operon ery, que se detecta por PCR (Schurig et
al, 2002): en la cepa B. abortus S19 se amplifica un fragmento de 361 pb mientras
que para otras cepas vacunales y de campo, el amplicon es de 1063 pb (Mukher-
jee et al, 2005). En México, las terneras de 3-6 meses de edad se vacunan con la
cepa S19 usando una dosis clésica de 1010 unidades formadoras de colonia por mL
(UFC/mL) de vacuna reconstituida (en 5 mL), mientras que en novillas mayores a
6 meses, se administra una dosis reducida (3 x 108 UFC/mL).

El agente etioldgico de la rabia paralitica bovina (RPB) es un virus ARN envuel-
to, que pertenece al género Lyssavirus, el cual se divide en al menos 11 genotipos
(Rupprecht y Plotkin, 2013). El genotipo 1 estad distribuido en todo el mundo e
incluye al virus de la llamada rabia clasica, mientras que otros genotipos se restrin-
gen a ciertas regiones geograficas. El genotipo 1 sélo se encuentra en el continente
americano donde existen zonas tropicales y subtropicales, que son un habitat pro-
picio para el murciélago hematdfago (Desmodus rotundus), principal transmisor
del virus en el ganado (Lee et al,, 2006; Johnson et al.,, 2014).

El virus rdbico contiene, en su envoltura, la glicoproteina G (gpG), que se re-
conoce como su principal antigeno, puesto que induce anticuerpos neutralizantes
protectores (Cox et al., 1977; Ross et al., 2008). La gpG es la Unica proteina exter-
na del virus y contiene 524 aminodcidos que forman distintos sitios antigénicos.
El sitio antigénico | estd formado por epitopos lineales y conformacionales; el sitio
antigénico Il es discontinuo, y el sitio antigénico Il es un epitopo antigénico con-
formacional continuo. Otro sitio importante se conoce como G5: en este epitopo
lineal estd incluido el sitio antigénico IV que contiene sélo un aminoécido (Kuzmina
et al., 2013). Diferentes plasmidos vacunales que codifican la gpG han mostrado
ser Utiles para inducir una respuesta inmune antirrdbica (Perrin et al., 2000).

El pldsmido pGQH contiene el gen G regulado por el promotor de expresion
eucariotica de citomegalovirus (CMV); induce la produccién de un titulo alto de
anticuerpos, que protegen contra la rabia en ratones y perros (Tesoro et al., 2006),
y también es eficiente como tratamiento profildctico post-exposicion en conejos y
ratones (Tesoro et al., 2008).

La principal medida para el control de ambas enfermedades es la vacuna-
cion y por ello se estdn estudiando alternativas que ayuden a mejorar el manejo
de las vacunas. Para desarrollar una nueva opcién se han considerado los siguien-
tes aspectos:

1. Las bacterias intracelulares atenuadas han mostrado ser Utiles como vectores
para entregar plasmidos directamente a las células presentadoras de antigeno
(CPA's), como macréfagos y células dendriticas (Dietrich et al., 2001). B. abor-
tus es una bacteria intracelular y las cepas virulentas son capaces de sobrevivir
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dentro de los macréfagos. La cepa vacunal B. abortus S19 posee las caracte-
risticas de un vector bacteriano y puede ser destruida por las células fagociticas
(Arenas et al., 2000; Pizarro Cerda et al., 1998), asi que ofrece la posibilidad
de entregar un plasmido a las CPA's después de su desintegracion intracelular.

2. Los plasmidos vacunales de ADN, como el pGQH que se describié previamen-
te, codifican un antigeno controlado por un promotor eucaridtico. B. abortus
puede transformarse de forma estable con plasmidos procariéticos de la fa-
milia pBBRTMCS (Elzer et al, 1995); sin embargo, nunca se ha transformado
con un plasmido de expresion eucariota.

Los objetivos del presente estudio fueron los siguientes: 1) construir un plasmido
codificante de la gpG del virus rabico regulado por el promotor de CMV vy utilizarlo
para transformar a la cepa vacunal B. abortus S19, y 2) evaluar la estabilidad in
vitro e in vivo de la cepa transformante, asi como determinar la expresion de la
proteina a partir del plasmido construido. En caso de alcanzar estas metas, se
habra cumplido con la primera etapa para desarrollar una vacuna bivalente contra
brucelosis y rabia.

Materiales y Métodos

Plasmidos

El pldsmido pGQH descrito por Tesoro et al. (2008) contiene un gen G (1576 pb)
flanqueado por el sitio Xbal. Este gen (aislamiento HQO1-IMSS) se obtuvo del cere-
bro de una persona que murié de rabia transmitida por un murciélago hematofago.
El plasmido pBBR1MCS-4 es un plasmido de nimero de copias moderadas y se
mantiene como un elemento extracromosomal. Es miembro de la familia del plés-
mido pBBRTMCS; la diferencia estd en el gen de resistencia: pBBR1MCS es cm’,
mientras pBBR1MCS-4 es amp” (Kovach et al., 1995).

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas de B. abortus S19 vy Escherichia coli TOP-10 (F-mcrAA (mrr-hsdR-
MS-mcrBC) $80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1 araD139A (ara-leu) 7697 galE15
galk16 rpsL (Str) endA1 A-) se hicieron crecer en caldo soya tripticaseina (CST) a
37 °C con agitacién orbital, o en agar soya tripticasefna (AST). Cuando fue nece-
sario, se agregd ampicilina (Amp) a una concentracién de 100 pg/mL de medio.

Construccion del plasmido

El plésmido pGQH se restringié con las enzimas BamHI y Bglll, que generan ex-
tremos compatibles para liberar el fragmento que contiene el gen G regulado por
el promotor de CMV. Dicho fragmento se ligo al plésmido pBBR1MCS-4, que se
digirid previamente con BamH| (figura1). El inserto que se clond también incluy
la region conocida como potenciador/promotor SV40, que contiene el origen de
replicacién necesario para la propagacion episomal del plasmido en células euca-
riotas y se incorporo al inserto para mantener al plasmido en el huésped.
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Figura 1. Diagrama de construccion del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+.

Con el ADN construido se transformé la cepa de E. coli TOP-10. El nuevo
plasmido se caracterizé mediante restriccion enzimatica: BamHl lo linearizé y Xbal
liberé el gen G. El pldsmido recombinante se llamd pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y
se purificd utilizando el sistema Endo Free Giga Plasmid Kit (Qiagen, Hilden, Ger-
many), siguiendo las instrucciones del fabricante.

El gen G se secuencid del plasmido puro empleando los primers externos
Ggp1y Ggp2, asf como los primers internos Gli1 y Gli2. Para disefiar los primers
internos, se incluyo la mayorfa de los sitios antigénicos de la glicoproteina, donde
el fragmento amplificado fue de 736 pb.

Transformacion de B. abortus S19

La cepa B. abortus S19 se transformé con el pldsmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
mediante electroporacion. Se le aplicd un pulso de 2.5 Kv y se utilizaron 3 pg
de plédsmido. Las colonias resistentes a ampicilina (Ampr) se analizaron mediante
PCR usando los primers 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3" y 5'-CGAGGTCGACGGTAT-
CG-3' para amplificar un fragmento de 5100 pb, que corresponde al inserto ligado
en el plasmido pBBR1MCS-4. El protocolo de amplificacion fue: desnaturalizacién
a 96 °C por un minuto, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 segun-
dos, alineamiento a 64 °C por 45 segundos, extension a 72 °C por 5 minutos,
y una incubacion final a 72 °C por 10 minutos. Las mismas colonias se analiza-
ron utilizando los primers descritos por Sangari et al. (1994) y Mukherjee et al.
(2005) para identificar el amplicdn de 361 pb del operon ery eliminado como
marcador genético de atenuacién. Como controles de reaccion se incluyeron los
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siguientes: cepa B. abortus RB51 para el operdn ery no eliminado y E. coli conte-
niendo al pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ como testigo negativo de ery y testigo positivo
del plédsmido, respectivamente. La cepa transformante se llamo B. abortus S19
PBBRA4-CMV-Ggp-SV40+.

Estabilidad in vitro del pldsmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+

La estabilidad de B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se evalud de acuerdo
con el método reportado por Elzer et al. (1995). La cepa se hizo crecer en CST-
Amp durante 48 horas; de este cultivo, 100 pL se transfirieron a 5 mL de CST o
CST-Amp y se incubaron por 48 horas para obtener el pasaje 1. El proceso se
repitié sucesivamente hasta el pasaje 5. De cada pasaje se realizaron diluciones se-
riadas para determinar por triplicado la cantidad de UFC/mL bajo tres condiciones:
1) bacterias cultivadas en CST vy aisladas en AST (CST/AST); 2) bacterias cultivadas
en CSTy aisladas en AST-Amp (CST/AST-Amp), y 3) cultivo testigo, constituido por
bacterias cultivadas en CST-Amp v aisladas en AST-Amp (CST-Amp/AST-Amp). De
cada condicién se tomaron colonias al azar y se evaluaron por PCR para identificar
el amplicén de 5100 pb correspondiente al pldsmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+.

Inoculacion de ratones BALB/c con la cepa B. abortus S19
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+

Tres ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad se inocularon via intraperi-
toneal (i.p.) con 0.25 mL de PBS con ~ 108 UFC de B. abortus S19 pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+ o con sélo 0.25 mL de PBS (grupo testigo). Siete dias después los
animales se sacrificaron por dislocacion. Los bazos se pesaron y homogenizaron
en 1 mL de PBS, se sembraron en placas de AST y AST-Amp y se determind la
cantidad de UFC/bazo mediante diluciones seriadas.

A las colonias del bazo se les aplicd una PCR multiple para identificar simul-
tdneamente el operon ery eliminado y el gen G. Para la proteina de la rabia se
utilizaron los siguientes primers internos: Gli1, delantero 5-ACACAATCCGTACCCT-
GACT-3" y Gli2, reverso 5-CCCGTTTACATGAGGATGAC-3". Ambos amplicones, el del
gen G (736 pb) y el de la eliminacién en el operdn ery (361 pb), se obtuvieron
como sigue: desnaturalizacién a 96 °C por un minuto, 30 ciclos de desnaturaliza-
cién a 95 °C por 30 seg, alineamiento a 64 °C por 45 seg, extension a 72 °C por
un minuto, y una incubacién a 72 °C por 10 minutos.

Todos los procedimientos experimentales y el cuidado de los animales se rea-
lizaron de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(2011), segin la NOM-062-Z00-1999, que regula el cuidado y uso apropiado de
los animales de laboratorio en México, y con la aprobacion de la Benemérita Uni-
versidad Auténoma de Puebla (licencia BCB/CCUAL/118/2013).

Expresion de la glicoproteina en células eucariotas

Se cultivaron células BHK-21 en medio minimo esencial de Eagle (MEM) con 10%
de suero fetal bovino (SFB) durante la fase de crecimiento. Las células se cosecha-
ron hasta la fase logaritmica, se transfectaron 1 x 10° células por electroporacion
con 15 pg del plésmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y se aplicd un pulso de 140 V
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Figura 2. Digestién del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ con
dos enzimas de restriccion. Carriles: 1, escalera ADN de 1 Kb; 2,
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ purificado; 3 y 4, plésmido restringido
con Xbal y BamHI, respectivamente. El fragmento de 9921 pb
corresponde al tamafo esperado del constructo. El fragmento
de 1576 pb se liberd del plasmido y corresponde al gen G.
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Figura 3. Identificacion de la cepa transformada B. abortus S19
pBBR4-CMV-Ggp- SV40+. Se aplicaron PCR's individuales
con los primers pBBR y ery a los candidatos de B. abortus
S19. El fragmento de 5100 pb corrresponde al plésmido; el
fragmento de 361 pb, al operdn ery eliminado y el fragmento de
1063 pb, al operéon ery no eliminado. Carriles: 1, escalera

de ADN de 1 Kb; 2, B. abortus RB51 como testigo del operdn ery

no eliminado; 3, E. coli TOP-10 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ como
testigo negativo del operon ery; 4, B. abortus S19 con el operdn
ery eliminado; 5, E. coli TOP-10 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ como
testigo del plasmido; 6, B. abortus S19 como testigo negativo

del plasmido; 7 y 8, candidato 1 evaluado por PCR para detectar
la presencia del plasmido y del operdn ery, respectivamente; 9 y

10, candidato 2 evaluado por PCR para detectar la presencia del
plésmido y del operon ery, respectivamente.
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durante 25 mseg en una celda de 0.2 cm que conte-
nfa 0.1 mL de la suspension celular.

La expresién de la proteina se monitored a las 24,
48y 72 h post-transfeccion y se incluyo un testigo de
células no transfectadas. Como anticuerpo primario
se empled una IgG humana policlonal con 150 Ul/mL
de anticuerpos antirrdbicos neutralizantes, en una di-
lucién 1:50. La protefna se reveld con una dilucion
1:100 de un suero de cabra anti humano IgG-FITC.

Andlisis estadistico

Los datos de UFC se trataron por transformacion loga-
ritmica y posteriormente se examinaron los residuales.
Las varianzas resultaron homogéneas dentro del rango
de las medias. Los datos de los ensayos in vitro se ana-
lizaron mediante un ANDEVA de una via con la prueba
de Dunnett, y las cargas bacterianas en los ensayos in
vivo (UFC/bazo) se analizaron con la prueba t de Stu-
dent, empleando el software GraphPad Prism (Gra-
phPad Software Inc. La Jolla, CA, USA). Un valor de P
< 0.05 se considerd significativo para ambas pruebas.

Resultados

Construccion del plasmido recombinante y
transformacion de la cepa de B. abortus S19
con el plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
Después de la extraccién, el plasmido pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+ se restringié con BamH| y Xbal para ve-
rificar el tamano del constructo y para liberar el gen
G, respectivamente. La digestion con Xbal libero tres
fragmentos de 6057, 2283,y 1576 pb, este Ultimo
correspondiente al gen G (figura 2).

La digestion con BamHI produjo un plasmido li-
neal de 9921 pb, que indico la pérdida del sitio Bg/ll
(figura 2). Se obtuvo la secuencia completa del gen G
y los resultados preliminares mostraron que el aisla-
miento mexicano HQO1-IMSS mantiene los aminodaci-
dos considerados como invariables en todos los sitios
antigénicos de la gpG.

La figura 3 muestra la eliminacion del operon ery
y la presencia del pladsmido recombinante en la cepa
B. abortus S19 después de la electroporacion. Mien-
tras, el plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se mantu-
vo estable en la cepa B. abortus S19 bajo condiciones
in vitro.
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Las concentraciones bacterianas (Log,;, UFC/mL) en cada medio fueron:

I Cultivo testigo (CST-Amp/AST-Amp)= 8.54
I Cultivo CST/AST-Amp= 8.44
I Cultivo CST/AST=9.13

La concentracion bacteriana fue més alta (P < 0.05) en el cultivo CST/AST que
en las otras dos condiciones de cultivo (figura 4a). Mientras que no se observaron
diferencias en la concentracion bacteriana entre los pasajes del cultivo CST-Amp/
AST-Amp (P > 0.05), se observé variabilidad tanto en el cultivo de CST/AST como
en el de CST/AST-Amp (figura 4b). En particular, en el cultivo CST/AST, la concen-
tracidén de bacterias mostrd una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05)
en los pasajes 2, 3 y 5 con respecto al pasaje 1, y en el cultivo CST/AST-Amp se
encontré una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) en la concentra-
cién bacteriana de los pasajes 2 y 5 con respecto al pasaje 1. Ademas, el plasmido
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se identificd en todas las colonias aisladas de AST-Amp y
en diferentes colonias aisladas de AST (figura 4c).

La estabilidad del pldsmido se mantuvo en la cepa B. abortus S19 pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+ durante la infeccién en ratén BALB/c. El cuadro | muestra los
resultados de los homogenizados de bazo. No se encontré diferencia estadistica-
mente significativa entre la concentracion bacteriana en medio con y sin antibidtico.
Todas las colonias analizadas de ambos medios fueron positivas al operon ery
eliminado. Todas las colonias aisladas en presencia de antibiético fueron positivas
al gen Gy solamente una colonia aislada en ausencia de antibidtico resulté positiva
al gen G (figura 5). El pldsmido se extrajo de todas las colonias positivas al gen G
(datos no mostrados). El plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ indujo la expresion de
la gpG del virus de la rabia en células eucariotas.

Después de la transfeccidn en células BHK-21, la gpG se detectd a las 24, 48y
72 h. No se detect6 proteina en las células testigo. La figura 6 muestra la expresion
de la proteina a las 48 h (no se muestra la expresion a las 24 y 72 h). Estos resul-
tados indican que la proteina viral se expres6 apropiadamente en células eucariotas
con el plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40-+.

Discusién

Los pldsmidos vacunales estdn formados por un gen de interés, controlado por
un fuerte promotor de expresion eucariota; una secuencia de poliadenilacion,
que estabiliza a los ARNm transcritos, y genes de resistencia para la seleccién de
bacterias (Gurunathan et al,, 2000). En este estudio se construyd el pldsmido pB-
BR4-CMV-Ggp-SV40+, el cual codifica para la proteina més inmunogénica del virus
de la rabia, la gpG, que se ligd al promotor de CMV para fortalecer la expresion
genética en células eucariotas. También se incluyeron la secuencia de poliadenila-
cion y el origen de replicacién de SV40 para mantener la replicacién del plasmido
en el huésped. El plasmido construido se basd en el pBBRTMCS-4, un plasmido
empleado para transformar diferentes especies de Brucella (Kovach et al, 1995).
El gen G secuenciado (aislamiento HQO1-IMSS) tiene un tamafio de 1575 pb
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Figura 4. Estabilidad in vitro del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ bajo diferentes condiciones. (a) Concentracion media
de B. abortus pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ después de 5 pasajes en cultivo con y sin antibidtico; * diferencia significativa (P
< 0.05) con CST-Amp/AST-Amp. (b) Concentracion de bacterias en cada pasaje bajo diferentes condiciones; *diferencia
significativa (P < 0.05) con pasaje 1. (c) Identificacion del pldsmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ en colonias de B. abortus
S19; M, marcador de peso molecular: escalera de ADN de 1 Kb; C, testigo: cepa de B. abortus pBBR4-CMV-Ggp-SV40+;
CST, caldo soya tripticaseina; AST, agar soya tripticaseina; Amp: ampicilina (100 pg/mL).
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Cuadro 1. Peso del bazo y concentracién de la cepa de B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
aislada de ratones BALB/c experimentalmente infectados.

| | noculacibneon |
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
Peso del bazo (g) 0.120 £ 0.009 0.100 £ 0.014
UFC/bazo, Log;,
AST-Amp 28+ 1.2
AST 40x 1.1

Los ratones se inocularon via intraperitoneal (i.p.) con 0.25 ml de PBS con ~10° UFC de la cepa o con sélo 0.25 mL de PBS
(grupo testigo). Los resultados son el promedio de tres ratones + la desviacion estandar.

Figura 5. Estabilidad in vivo del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Ratones hembras BALB/c se infectaron con B. abortus
S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Siete dias después, los bazos homogenizados se sembraron y se aplicéd una PCR mdltiple
a las colonias aisladas para detectar simulténeamente el operon ery eliminado (361 pb) y el gen G (736 pb). Carriles:
1, escalera de ADN de 100 pb; 2, B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+; 3, B. abortus S19; 4, E. coli; 5-10, colonias
aisladas en AST-Amp; 11 y 12, colonias aisladas en TSA.

Figura 6. Expresion de la glicoproteina G del virus de la rabia a partir del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ en células
eucariotas. Las células BHK-21 se transfectaron con 15 pg del pldsmido construido. La proteina se detecté a las 24, 48 y
72 h con una IgG humana policlonal antirrabica. a y b, células BHK-21 no transfectadas y transfectadas, respectivamente,
ambas a las 48 h (24 y 72 h no mostradas). Las flechas sefialan a la glicoproteina G.
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y codifica para una proteina de 524 aminoécidos que contiene las secuencias para
los sitios antigénicos.

El uso de bacterias intracelulares atenuadas mejora la entrega de pladsmidos
vacunales a un huésped (Dietrich et al,, 2001). La cepa vacunal de B. abortus S19
es tanto intracelular como atenuada, y se transformo con el plasmido construido
para generar la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, que mantuvo el
marcador de atenuacion o la eliminacion del operon ery. La cepa de B. abortus
S19 ya ha sido transformada con plédsmidos codificantes de proteinas heterélogas
(Comerci et al., 1998; Sabio y Garcia et al., 2008; Sabio y Garcia et al., 2010), pero
en todos los casos, la expresion de la proteina depende de un promotor procariota.
Este es el primer reporte de transformacion de B. abortus utilizando un promotor
de expresién eucariota.

Para evaluar la estabilidad del pldsmido construido que codifica el gen G, se
realizaron ensayos in vitro e in vivo. El cultivo de la bacteria mediante pasajes suce-
sivos en medios con y sin un factor de seleccion, es una estrategia que se estable-
ci6 cuando se evaluo la estabilidad del plasmido pBBR1MCS en diferentes especies
de Brucella (Elzer et al., 1995). Los ensayos de estabilidad in vitro mostraron una
concentracion significativamente menor de B. abortus pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ en
el medio complementado con antibiético que en el medio sin antibidtico, aunque
la concentracion bacteriana en los cultivos complementados con antibidtico fue
homogénea. El plasmido que se construyd tiene un tamafio de 9921 pb, de modo
que podria resultar muy pesado para que la bacteria transformada lo replicara. Sin
embargo, la variabilidad observada en el crecimiento de la bacteria transformante y
la identificacién del plésmido cuando estas bacterias se cultivaron en un medio sin
antibiotico podrfan indicar que, aunque el pldsmido confiere la habilidad de resistir
circunstancias adversas, no es esencial para la viabilidad debido a que Brucella no
contiene plasmidos naturalmente (Crasta et al, 2008). Asi que, en ausencia de
presion selectiva, podria ocurrir una pérdida espontanea del plasmido en parte
de la poblacion.

La concentracion de bacteria transformada recuperada en los ensayos in vivo
de los bazos homogenizados resultd similar a otros resultados reportados previa-
mente (Comerci et al., 1998, Sabio y Garcia et al., 2008). La PCR mdltiple utilizada
en este estudio fue capaz de identificar el plasmido y la eliminacién del operén
ery en las colonias con y sin antibiético, lo cual indica que esta prueba puede ser
una herramienta de diagndstico Util para diferenciar entre la cepa B. abortus S19
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ vy las cepas de campo, y también para diferenciar a los
animales infectados de los vacunados con B. abortus S19 (Pacheco et al., 2012).
Estos resultados también demuestran que el pldsmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
se mantiene estable en la cepa transformada B. abortus S19 en ausencia de
presion selectiva.

La transfeccion de células BHK-21 con el plésmido mostré que el constructo
indujo la expresion de la gpG del virus de la rabia, con lo que se hace evidente la
funcionalidad del pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ en un modelo eucariota. Estos resulta-
dos son alentadores, porque ahora podria esperarse que B. abortus S19 pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+ entregue el pldsmido a los macréfagos después de la destruccion
de la bacteria y con ello se induzca una estimulacién simultdnea de la respuesta
anti Brucella inherente a esta cepa y la respuesta inmune contra la proteina rabica.
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Todavia se requieren mds estudios para producir una vacuna bivalente y es
bien sabido que las estrategias de vacunacién actuales tanto para la brucelosis
como para la rabia estdn funcionando apropiadamente. Sin embargo, valdria la
pena aprovechar la naturaleza intracelular de B. abortus vy utilizar la cepa S19 para
que acttie como vector y entregue un pldsmido que codifique el principal antigeno
del virus de la rabia directamente a las CPA's. Para evaluar esta idea, seria necesario
realizar ensayos de infeccion en cultivos celulares con una linea de macréfagos
infectados con la cepa transformante para demostrar la expresién de la gpG a partir
del plésmido entregado por la bacteria. También se tendrfa que estudiar la inmu-
nizacion en el modelo de ratdn v, si fuera posible, hacer estudios de campo en el
ganado, considerando las restricciones de regulacion. Una vacuna bivalente apor-
taria otro beneficio importante: se incrementaria el nimero de animales inmuniza-
dos en las campanas de vacunacién, porque el ganadero conseguiria tener a sus
animales vacunados contra dos enfermedades en una sola ocasién. Ademas, los
costos de produccién se reducirian, pues una vacuna bacteriana requiere medios
inertes mas econdémicos que la infraestructura necesaria para producir una vacuna
viral. En este estudio se ha demostrado que Brucella puede aceptar y mantener un
pldsmido de expresion eucariota que codifica una proteina viral; este conocimiento
podria usarse para desarrollar vacunas contra otras enfermedades como la diarrea
viral bovina o la rinotraqueitis infecciosa bovina, en las que los principales antigenos
son glicoproteinas (Brodersen, 2014; Suman et al., 2013)

Conclusiones

La cepa B. abortus S19 se transformd exitosamente con el plasmido pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+ para inducir la expresion de la glicoproteina G del virus de la rabia y
mostro estabilidad in vivo e in vitro. Ademads, las evidencias demostraron que el
pldsmido construido indujo la expresion de la glicoproteina G en células eucariotas.
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