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Abstract

The Foot and Mouth disease virus belongs to the Picornafargy and primarily affects
to bovine, ovine, porcine and caprine. The virus is dividedeéven serotypes, O, A, C,
Satl, Sat2, Sat3 and Asial. In Latin America, the most peewalerotypes are O and A,
in Ecuador, serotype O is the most common. Currently, theinadn use is that of an
inactivated virus that has some disadvantages such astadimimune response, the need
for a cold chain to keep the vaccine functional and the neeal grfeat quantity of virus
to manufacture it. An alternative to overcome these inatgiyy vaccine’s problems is the
creation of subunit vaccines using a recombinant protepression system, where only
the immunogenic components of the pathogen are used. Bherehis project’s main
objective is the application of a Bac-to-Bac system for thastruction of recombinant
baculovirus with the foot and mouth disease virus’ highlyricmogenic capsid genes such
as VP1, P1-2A and 3C from serotype O. Recombinant bacuks$ruvere obtained with
the VP1 construct and these will be later transfected incinsells for the expression and
analysis of VP1 as a possible candidate for a subunit vaccine

Keywords. Foot and mouth disease virus, Serotype O, Baculovirus, \&tke gsubunit
vaccine, Bac to Bac.

Resumen

El virus de la fiebre aftosa pertenece a la familia de los Raorus y afecta mayormente
a animales bovinos, ovinos, porcinos y caprinos. Se divwdeé serotipos: O, A, C, Satl,
Sat2, Sat3 y Asial. En Latinoamérica, los serotipos masafmetes son el O y A, en
Ecuador, el serotipo de mayor incidencia es el O. La vacumeasguutiliza actualmente
es una vacuna convencional de virus inactivado que posaaadglesventajas como una
respuesta inmune limitada, la necesidad de una cadenaodmfa mantener a la vacuna
viable y el requerimiento de grandes cantidades de virus fadricarla. Una alternativa
para superar estos problemas y en general los problemas viEclanas convencionales, es
la creacion de subunidades de vacunas por medio de un sideeex@resion de proteinas
recombinantes, donde se utiliza sélo las proteinas inmémocgs del patégeno. Por lo tan-
to, este proyecto se centr6 en la aplicacion del sistema®Bac para la construccion de
baculovirus recombinantes con genes de la capside, altanmemunogénicos, del virus de
la fiebre aftosa como son VP1, P1-2A 'y 3C del serotipo O. Sélolgrener baculovirus re-
combinantes con el constructo VP1 y éstos, posteriormsetén transfectados en células
de insectos para la expresion y analisis de VP1 como un pasdididato de subunidad de
vacuna.

Palabras Clave.Virus de fiebre aftosa, Serotipo O, Baculovirus, gen VP 1usigades de
vacuna, Bac to Bac.

Introduccién da por las proteinas estructurales VP1, VP2, VP3y VP4,
las cuales son codificadas por la regién P1 del genoma.

La fiebre aftosa (FA) es un virus de ARN de sentido pos- La region P2 y P3 del genoma codifican para las pro-
itivo perteneciente a la familia de I&cornaviridaedel teasas 2A y 3C y las proteinas encargadas de la repli-
género de loaphtovirus Su ARN codifica paraunaso-  cacion del virus, 2B, 3A, 3B, 3D. Para el procesamiento
la poliproteina que contiene los genes estructurales y los de la poliproteina viral es necesaria la actividad de las
genes no estructurales del virus. La capside esta forma-proteasas 2A y 3C, las cuales cortan la poliproteina y
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Primer Secuencia Descripcion
P1-2A (F) ATAGGATCGicatgGGACAATCCAGTCCAGCGAC Extra-BAMHI- KozakStart-P12A
P1-2A (R) CGCGAATT@aCCCAGGGTTGGACTCAACGT Extra-ECORI-Stop-2A
3C(F) ATAGAATTCacatgAGTGGTGCCCCACCGACCG  Extra-ECORIKozakstart-3C
3C(R) CGCAAGCTTtaTCGTGGTGTGGTTCGGGGTC Extra-HINDIII- stop-3C
VP1(F) ATAGGATCGacatgAACCACTTCTGCGGGCGAGT Extra-BAMHI-Kozak-start-VP1
VP1(R) CGCAAGCTTtaAAGTCTGTTTCACCGGTGCCAC Extra-HINDIII-stop

Tabla 1: Primers utilizados para la amplificacion de los geng inmunogénicos de la FA

ensamblan la capside viral respectivamente [1]. to Bac utiliza el mecanismo del transposén Tn7 para

El virus de la FA genera una enfermedad que afecta la transposicion de un cassette de expresién, contenido
mayormente a animales bovinos, ovinos, caprinos y por- 4€ntro un plasmido donante, al vector bacmid. En este
cinos y esta dividida en 7 serotipos: A, O, C, Satl, Sat2 sistema, los bacmids recombinantes son generados en
Sat3y Asia 1: dentro de los cuales los serotipos A y O Escherichia cqlly luego son utilizados para transfec- _
son 10s que estan presentes en Latinoamérica tar células de insecto y expresar las proteinas recombi-

L ] nantes [6].
La transmision del virus ocurre por aerosoles y una vez

gue ingresa en el animal, se replica primero en la faringe Los genes del virus de la FA con potencial inmunogeni-
por 24-48 horas. Posterior a su replicacion, el virus in- co para ser posibles subcandidatos de vacuna son los de
vade el torrente sanguineo y en corto tiempo aparecensu capside [5]. Por lo tanto, esta investigacion planted
las lesiones caracteristicas en la boca y en las patas decrear bacmids recombinantes que contengan estos genes
los animales susceptibles [2]. Los sintomas de la enfer- inmunogénicos de la FA, mediante la amplificacion y
medad son fiebre, anorexia, depresion y baja producciénclonacion de VP1, P1-2A y P1-2A-3C dentro del sis-
de leche y debido a las lesiones en la boca y patas, oca-tema Bac to Bac.
siona salivacion excesiva y cojera [3]. La viremia usual-

mente desaparece después de 3-4 dias pero el virus se

replica, altamente, en los sitios donde ocurren las le-

siones (>8 log 10 unidades infecciosas por mL), a ravés cqnfirmacion molecular de la presencia del virus de
Flle gils cuales ocurre el contagio hacia otros animales |5 fiapre aftosa en muestras epiteliales

En el Ecuador, esta enfermedad constituye un gran prob-Cinco muestras de epitelio de lengua de ganado vac-
lema econdmico debido a que las pérdidas del sector Uno sintomas de fiebre aftosa, fueron donadas por el
ganadero alcanzan hasta los $25 millones anuales y allnstituto de Zoonosis del Instituto Nacional de Higiene
parecer, hasta el dia de hoy, la erradicacion no ha si- (INH). A partir de estas muestras se extrajo el ARN to-
do positiva [4] Uno de los prob]emas por el cual no se tal utilizando el kit EZNA total RNA kit | (Omega Bio-

ha dado esta erradicacion se debe a que no siempre sd€k). La confirmacion de la presencia del virus se re-
manejan planes de vacunacién efectivos por parte del @lizé mediante RT-PCR utilizando el SuperSciiptl|
sector ganadero. Adicionalmente, la vacuna de virus in- One-Step RT-PCR System with Platin@nTaq High
activado, utilizada actualmente, presenta problemas de Fidelity de invitrogen. Los primers fueron obtenidos del
estabilidad ya que el ARN del virus es termolabil y, por Manual de Fiebre Aftosa de Malirat y Bergmann [7]
lo tanto, la vacuna requiere de un riguroso manejo de su correspondientes al serotipo O. El programa de RT-PCR
cadena de frio, el cual no siempre se lo logra. Su produc- €onsisti6 en la retrotranscripcion a&5por 30 minutos
cién también es compleja y muy pocos paises fabrican seguido de una PCR con 35 ciclos de denaturacion a
la vacuna, de virus inactivado, ya que genera problemas 94°C por 1 minuto, annealing a 6G por 45 segundos

de bioseguridad por la necesidad de cultivar al virus de Y extension a7ZC por 2 minutos y una extension final
forma masiva [6]. de 72C por 5 minutos.

Métodos

Una posible solucién a los problemas que tiene la va- amplificacién de los genes inmunogénicos de la FA
cuna de virus inactivado para la FA es la creacion de

subunidades de vacunas, las cuales tienen como compo-+Para la amplificacion de los genes inmunogénicos VP1,
nente principal las proteinas inmunogénicas del patdogend®1-2A y 3C, se disefiaron primers especificos en base a
por lo que no presentan problemas de bioseguridad y la secuencia de estos genes obtenida a través del Gen-
son mas estables a los cambios de temperatura [6]. En laBank. Posteriormente, se utilizé el programa de Primer
actualidad, un sistema altamente utilizado para la craaciéBlast del NCBI para escoger la secuencia de los primers,
de subunidades de vacunas es el sistema Bac to Baclos cuales se seleccionaron en base a la longitud, tem-
el cual emplea el baculovirusutographa califérnica peratura de annealing y porcentaje de citosinas y guani-
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) que tiene un genoma nas. Ademas, se incluyeron sitios de restriccion para la
de 133 kilobases. Este baculovirus ha sido modificado clonacién de los genes dentro del plasmido pFastBac,
(bacmid) para la expresion de genes foraneos en cul- nucleétidos extra para mejorar la eficiencia de la re-
tivo de células de insecto o larvas [6]. El sistema Bac striccidbn enzimatica [8], codones de inicio y fin y una
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Figura 1: Esquema de constructos que se utilizaron en este gyecto. VP1, P1-2Ay P1-2A-3C. Figura modificada de Saiz et.4b].

secuencia Kozak para mejorar la eficiencia de la traduc-

cion (tabla 1).

La amplificacién de los genes, se realizé mediante RT-
PCR a partir del ARN extraido de las muestras positivas
para el serotipo O. Las condiciones del RT-PCR fueron
las siguientes: para los genes VP1 y 3C;GHor 30
minutos para la retrotranscripcion, seguido de 35 cic-
los de denaturacién a 98 por 2 minutos, 6%9C por 15
segundos y 58C por 15 segundos de temperatura de
annealing, 72C por 2.5 minutos de elongacion y una
extension final a 72 por 5 minutos. El programa de
RT-PCR para el gen P1-2A fue de*85por 30 minutos

la proteasa 3C (Fig.1). Estos constructos fueron clona-
dos en el plasmido donante pFastBac, el cual contiene
un cassette de expresion que consiste en un marcador de
seleccién de resistencia a la gentamicina, un promotor
especifico de baculovirus, un sitio de clonaciéon maulti-
ple, sitios Tn7 para la transposicion y una cola poli A
del SV40.

Para la clonacion se realiz6 restriccion enzimatica de
los productos de PCR y del plasmido pFastBac utilizan-
do las enzimas de restriccion especificas para cada con-
structo (Tabla 1). Los productos de la restriccion enz-
imatica de los genes inmunogénicos fueron visualiza-

para la retrotranscripcion, seguido de 35 ciclos de denat- dos y purificados del gel de agarosa 0.75 %, utilizando

uracion a 95C por 2 minutos, 67C por 15 segundos y

el kit WizardR) SV Gel and PCR Clean-Up System de

65°C por 15 segundos de temperatura de annealing masPromega. El plasmido pFastBac no fue purificado de-

72°C por 2.5 minutos de elongacion y una extension fi-
nal a 72C por 5 minutos. Se emple6 el termociclador
Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400. Los am-
plicones fueron observados en gel de agarosa al 1
purificados con el kit Wizar@) SV Gel and PCR Clean-
Up System de Promega.

Creacion de constructos

Los constructos propuestos para esta investigacion fueron .4 de vector x Tamao de inserto(pb)
el gen de la capside viral VP1, el conjunto de genes es-

tructurales P1 mas la proteasa 2A (P1-2A) y P1-2A mas

L 1 2

1500pb

1000 b 1300 pb

Figura 2: Amplificacién del serotipo O del virus de la Fiebre
Aftosa de muestras de epitelio de ganado vacuno. L: escalenzar-
ca Axygen de 100 pb. 1) Producto de amplificacion de la muestra
226 2) Producto de amplificacion de la muestra 86.

spués de la restriccion enzimatica.

Los productos escindidos y purificados de los genes y
del plasmido pFastBac fueron utilizados en un radio de

%Y1:5 (1 parte de vector y 5 partes de inserto) con un min-

imo de concentracion de plasmido de 50 ng para la lig-
acion. La determinacion de este radio se lo realizé me-
diante la ecuacioén 1.

Inserto

X radio molar de Voator
ector

Tamao de vector

= ng deinserto

@
Célulask. coliDH10g fueron transformadas con el plas-
mido ligado, utilizando una solucién de Ca®@0 uM y
shock térmico. Posteriormente, estas células fueron cul-
tivadas en medio LB suplementado con ampicilina (100
1g/mL), debido a que el marcador de seleccion del plas-
mido pFastBac es el gen dedadactamasa. Se compro-
b6 identidad del gen clonado mediante secuenciacion.

Generacion de bacmids recombinantes mediante el
sistema Bac to Bac

Se utilizo el sistema Bac to Bac para la generacion de
bacmids recombinantes. Este sistema consta de célu-
las especiales dg. coli, lamadas DH10Bac; las cuales
contienen el bacmid con gen de resistencia a la kanam-
icina y un sitio mini-attTn7 insertado en la terminal N
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Figura 3: Amplificacién de los genes de la capside de la FA. L: ealera de 1kb marca Promega. 1) Amplificacion de gen VP1. 2)rpli-
ficacién del gen 3C. B. Amplificacién del gen de la capside deirus de la fiebre aftosa. L: escalera de axygen de 100 pb hast@@® pb. 1)
Amplificacién del conjunto de genes P1-2A.

ATT5 pb

642 pb

Figura 4: Restriccién enzimatica del plasmido recombinangé pFastBac con BamHI y Hindlll para determinar la presencia del gen VP1
dentro del vector. L) Escalera marca axygen de 250 pb. 1 - 7 regciones enzimaticas de pFastBac-VP1 de colonias posiis.

del gen que codifica para el péptidoldeZa que com- Es por esta razon que este trabajo propuso la expresion
plementala delecion dilcZ de las DH10Bac. Asimis-  de proteinas inmunogénicas del virus en el sistema de
mo, contienen un plasmido ayudador que codifica para expresiéon Bac to Bac, altamente, utilizado para la ex-
la transposasa del transpos6n Tn7 y para la resistencia gopresion de antigenos virales [6].

la tetraciclina. Se indujo la transformacién de las célu-
las DH10Bac utilizando Cagb0uMy shock térmico.
Posteriormente, se dejé incubar &37con agitacion a
225 rpm por 4 horas para que ocurra la transposicion Se logré amplificar el ADN del serotipo O en dos de las
del cassette de expresion del pFastBac al bacmid, in- cinco muestras de epitelio de ganado vacuno. La banda

terrumpiendo el getacZa. Las bacterias fueron sem-  correspondiente al serotipo es de 1300 pb [7] (Fig. 2).
bradas en un medio LB suplementado con tetraciclina

(10ug/mL), kanamicina (5@g/mL), gentamicina (#g/mL), Amplificacion de los genes inmunogénicos de la FA

X-Gal (80ug/mL) e IPTG (4Qug/mL). Se seleccionaron g |leg a estandarizar el protocolo de amplificacion de
las bacterias lactosa negativas, se les extrajo el bacmid|gg genes estructurales del virus de la fiebre aftosa, a

y se realizé un PCR utilizando primers del inserto para ravés de la utilizacién de diferentes temperaturas de an-

Confirmacién molecular de la presencia del virus de
la fiebre aftosa en muestras epiteliales

confirmar su presencia. nealing. En las siguientes figuras se puede observar la
amplificacion de los genes VP1y 3C del serotipo O que
Resultados y discusiones tienen un tamafio de 642 y 640 pb, respectivamente, y

la amplificacién del gen P1-2A que tiene un tamafio de

La fiebre aftosa es una enfermedad causada por un virus2250 pb (Fig.3).

gue afecta a la produccién de ganado. Existen 7 seroti- Creacién de constructos

pos del virus y no existe inmunidad cruzada entre los

serotipos [9]. Debido a las limitaciones que posee lava- A partir de la amplificacion de estos genes, se logré
cuna de virus inactivado, utilizada para prevenir brotes clonar el VP1 en el vector de pFastBac. Para constatar
de FA [10], es necesario buscar alternativas para su pre-la presencia del gen VP1 dentro del vector, se realizo la
vencion. Una opciodn interesante es el establecer un sis-purificacién y restriccién enzimatica de pFastBac-VP1.
tema in vitro de expresion de proteinas inmunogénicas Como se observa en la Figura 4, esta restriccion presen-
del virus que pueden ser utilizadas como posibles can- té dos bandas: una correspondiente a pFastBac de 4775
didatos para el desarrollo de subunidades de vacunaspb y una correspondiente al gen VP1 de 642 pb.
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Figura 5: Extraccion y PCR del Bacmid para comprobar la presecia del gen VP1. L) Ladder marca Axygen de 250 pb - 8000 pb. 1}5
extracciones de Bacmid donde se puede observar la banda engarte superior al gel correspondiente a 136 Kb. 6-10) Amplifiacion del
gen VP1. C-) Control negativo.

Para reconfirmar que el vector pFastBac poseia el genlizados, en un futuro, para la expresion y estudio de pro-
VP1, se determind la secuencia del inserto en el plasmi- teinas recombinantes de interés como lo son los can-
do recombinante pFastBac-VP1 (Functional Biosciencesyidatos de subunidades de vacuna. La expresién de la
utilizando los mismos primers de amplificacion del gen proteina del gen VP1 del virus de la FA puede ser uti-
VP1. Con esta secuencia se realiz6 un alineamiento multiizada para estudios de inmunogenicidad en ganado va-
ple utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search  cuno ecuatoriano; sin embargo, es necesario continuar
Tool) contra el GenBank y se obtuvo alineamiento con con la creacion de los constructos P1-2Ay P1-2A-3Cya
unasecuencia que correspondia al gen VP1 pertenecientgue si bien se ha observado que VP1 puede generar in-
al serotipo O del virus de la FA de la provincia de San- munidad en ganado vacuno, ésta no es suficiente debido
to Domingo de Tsachilas (accesién JN005912.1) con aque la proteina, por si sola, no puede plegarse de forma
un Expect value (E value) de 0 y con un porcentaje correctay, por ende, no puede exponer todos sus epito-
de similitud del 94 %. Se encontré también en la base pos para una correcta estimulacion del sistema inmune
de datos del GenBank que la secuencia se alineaba cor{10]. Por otro lado, Li et al (2008) lograron expresar
este mismo gen proveniente de la provincia de Orellana el constructo P1-2A-3C del serotipo Asia 1 y se logré
(cbédigo de accesion JN005918.1), Napo (JN005917.1), una inmunidad mayor debido a la presencia de la pro-
Bolivar (JN005916.1), Imbabura (JN005915.1), Cotopaxiteasa 2A y a la proteina 3C que inducen el doblamiento
(JN005914.1)y Los Rios (JN0O05911.1). Estos alineamiery procesamiento adecuados de la capside. Consecuente-
tos tenian el mismo E value de 0 y un 94% de ho- mente, es posible que el constructo de P1-2A-3C en el
mologia por lo que también se puede asegurar que esteserotipo O fuera la mejor opciéon como candidato de
mismo serotipo esta circulando por varias provincias subunidad de vacuna [11].

pertenecientes a las regiones de la Costa, Sierra y Ori-

ente del Ecuador. El sistema Bac to Bac es una herramienta util para la ex-

presién de proteinas complejas que requieren de plegamien-
El gen de P12A no pudo ser clonado en el plasmido tg y modificaciones post-traduccionales para su correcta
pFastBac ya que no se logr6 obtener la concentracion gctividad biologica. Ademas, ha sido explorado para la
necesaria de su fragmento escindido purificado para re- expresion de antigenos virales que pueden ser utiliza-
alizar una |igaCién con el radio de 1:5. Por ende no fue dos como subunidades de vacunas y’ actua|mente, ex-

posible crear los constructos P12A'y P12A3C. isten varias vacunas comerciales de uso humano y ani-
Generacién de bacmids recombinantes mediante el ~ Mal producidas por este sistema. Algunos ejemplos son
sistema Bac to Bac CIRMCUMVENT, Cervarix, CircoFLEX, entre otros.

) o Por estas razones, el establecimiento de este sistema es
Serealizé Iatr_ansposmu’)n del gen VP1 desde pFastBac- paso muy importante para el estudio de proteinas de
VP1 al bacmid en Cé'“'?‘s DH10Bac, las cuales con- yelevancia como son los antigenos virales de la fiebre
tienen el bacmid y el plasmido ayudador que codifica aftosa; los cuales, a largo plazo, podrian traer una alter-

para la transposasa encargada de realizar la transposinativa a la solucion del problema que genera esta enfer-
cion del cassette de expresion, entre los sitios Tn7 del medad dentro del Ecuador.

pFastBac-VP1 con el sitio mini-attTn7 del bacmid. Esta
transposicion irrumpe el gdacZ« del bacmid, tornan- L
do a las DH10Bac lactosa negativas. Para confirmar la Agradecimientos

presencia de VP1, se extrajo el bacmid de 5 colonias . . B
lactosa negativas y se amplificé con los primers de VP1 Este proyecto fut_a financiado por_el Programa Chancelor
(Fig.5) Grants”, Universidad San Francisco de Quito.

Al Instituto Nacional de Higiene (INH) por la donacion
Conclusiones de las muestras de epitelio de lengua de ganado vacuno

, , infectado con el virus de la fiebre aftosa serotipo O.
Se logré establecer el sistema Bac-to-Bac para la gen-

eracion de bacmids recombinantes que pueden ser uti-Al laboratorio de biotecnologia vegetal y de microbi-
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