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Abstract

The Foot and Mouth disease virus belongs to the Picornavirusfamily and primarily affects
to bovine, ovine, porcine and caprine. The virus is divided in seven serotypes, O, A, C,
Sat1, Sat2, Sat3 and Asia1. In Latin America, the most prevalent serotypes are O and A,
in Ecuador, serotype O is the most common. Currently, the vaccine in use is that of an
inactivated virus that has some disadvantages such as a limited immune response, the need
for a cold chain to keep the vaccine functional and the need ofa great quantity of virus
to manufacture it. An alternative to overcome these inactivated vaccine’s problems is the
creation of subunit vaccines using a recombinant protein expression system, where only
the immunogenic components of the pathogen are used. Therefore, this project’s main
objective is the application of a Bac-to-Bac system for the construction of recombinant
baculovirus with the foot and mouth disease virus’ highly immunogenic capsid genes such
as VP1, P1-2A and 3C from serotype O. Recombinant baculoviruses were obtained with
the VP1 construct and these will be later transfected in insect cells for the expression and
analysis of VP1 as a possible candidate for a subunit vaccine.

Keywords. Foot and mouth disease virus, Serotype O, Baculovirus, VP1 gene, subunit
vaccine, Bac to Bac.

Resumen

El virus de la fiebre aftosa pertenece a la familia de los Picornavirus y afecta mayormente
a animales bovinos, ovinos, porcinos y caprinos. Se divide en 7 serotipos: O, A, C, Sat1,
Sat2, Sat3 y Asia1. En Latinoamérica, los serotipos más prevalentes son el O y A, en
Ecuador, el serotipo de mayor incidencia es el O. La vacuna que se utiliza actualmente
es una vacuna convencional de virus inactivado que posee algunas desventajas como una
respuesta inmune limitada, la necesidad de una cadena de frío para mantener a la vacuna
viable y el requerimiento de grandes cantidades de virus para fabricarla. Una alternativa
para superar estos problemas y en general los problemas de las vacunas convencionales, es
la creación de subunidades de vacunas por medio de un sistemade expresión de proteínas
recombinantes, dónde se utiliza sólo las proteínas inmunogénicas del patógeno. Por lo tan-
to, este proyecto se centró en la aplicación del sistema Bac-to-Bac para la construcción de
baculovirus recombinantes con genes de la cápside, altamente inmunogénicos, del virus de
la fiebre aftosa como son VP1, P1-2A y 3C del serotipo O. Se logró obtener baculovirus re-
combinantes con el constructo VP1 y éstos, posteriormente,serán transfectados en células
de insectos para la expresión y análisis de VP1 como un posible candidato de subunidad de
vacuna.

Palabras Clave.Virus de fiebre aftosa, Serotipo O, Baculovirus, gen VP1, subunidades de
vacuna, Bac to Bac.

Introducción

La fiebre aftosa (FA) es un virus de ARN de sentido pos-
itivo perteneciente a la familia de losPicornaviridaedel
género de losaphtovirus. Su ARN codifica para una so-
la poliproteína que contiene los genes estructurales y los
genes no estructurales del virus. La cápside está forma-

da por las proteínas estructurales VP1, VP2, VP3 y VP4,
las cuales son codificadas por la región P1 del genoma.
La región P2 y P3 del genoma codifican para las pro-
teasas 2A y 3C y las proteínas encargadas de la repli-
cación del virus, 2B, 3A, 3B, 3D. Para el procesamiento
de la poliproteína viral es necesaria la actividad de las
proteasas 2A y 3C, las cuales cortan la poliproteína y
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Primer Secuencia Descripción
P1-2A (F) ATAGGATCCaccatgGGACAATCCAGTCCAGCGAC Extra -BAMHI- Kozak-Start-P12A
P1-2A (R) CGCGAATTCttaCCCAGGGTTGGACTCAACGT Extra -ECORI-Stop-2A

3C (F) ATAGAATTCaccatgAGTGGTGCCCCACCGACCG Extra -ECORI-Kozak-start-3C
3C (R) CGCAAGCTTttaTCGTGGTGTGGTTCGGGGTC Extra -HINDIII- stop-3C
VP1 (F) ATAGGATCCaccatgAACCACTTCTGCGGGCGAGT Extra -BAMHI-Kozak-start-VP1
VP1 (R) CGCAAGCTTttaAAGTCTGTTTCACCGGTGCCAC Extra -HINDIII-stop

Tabla 1: Primers utilizados para la amplificación de los genes inmunogénicos de la FA

ensamblan la cápside viral respectivamente [1].

El virus de la FA genera una enfermedad que afecta
mayormente a animales bovinos, ovinos, caprinos y por-
cinos y está dividida en 7 serotipos: A, O, C, Sat1, Sat2
Sat3 y Asia 1; dentro de los cuales los serotipos A y O
son los que están presentes en Latinoamérica.

La transmisión del virus ocurre por aerosoles y una vez
que ingresa en el animal, se replica primero en la faringe
por 24-48 horas. Posterior a su replicación, el virus in-
vade el torrente sanguíneo y en corto tiempo aparecen
las lesiones características en la boca y en las patas de
los animales susceptibles [2]. Los síntomas de la enfer-
medad son fiebre, anorexia, depresión y baja producción
de leche y debido a las lesiones en la boca y patas, oca-
siona salivación excesiva y cojera [3]. La viremia usual-
mente desaparece después de 3-4 días pero el virus se
replica, altamente, en los sitios donde ocurren las le-
siones (>8 log 10 unidades infecciosas por mL), a través
de las cuales ocurre el contagio hacia otros animales
[1, 2].

En el Ecuador, esta enfermedad constituye un gran prob-
lema económico debido a que las pérdidas del sector
ganadero alcanzan hasta los $25 millones anuales y al
parecer, hasta el día de hoy, la erradicación no ha si-
do positiva [4]. Uno de los problemas por el cual no se
ha dado esta erradicación se debe a que no siempre se
manejan planes de vacunación efectivos por parte del
sector ganadero. Adicionalmente, la vacuna de virus in-
activado, utilizada actualmente, presenta problemas de
estabilidad ya que el ARN del virus es termolábil y, por
lo tanto, la vacuna requiere de un riguroso manejo de su
cadena de frío, el cual no siempre se lo logra. Su produc-
ción también es compleja y muy pocos países fabrican
la vacuna, de virus inactivado, ya que genera problemas
de bioseguridad por la necesidad de cultivar al virus de
forma masiva [6].

Una posible solución a los problemas que tiene la va-
cuna de virus inactivado para la FA es la creación de
subunidades de vacunas, las cuales tienen como compo-
nente principal las proteínas inmunogénicas del patógeno
por lo que no presentan problemas de bioseguridad y
son más estables a los cambios de temperatura [6]. En la
actualidad, un sistema altamente utilizado para la creación
de subunidades de vacunas es el sistema Bac to Bac,
el cual emplea el baculovirusAutographa califórnica
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) que tiene un genoma
de 133 kilobases. Este baculovirus ha sido modificado
(bacmid) para la expresión de genes foráneos en cul-
tivo de células de insecto o larvas [6]. El sistema Bac

to Bac utiliza el mecanismo del transposón Tn7 para
la transposición de un cassette de expresión, contenido
dentro un plásmido donante, al vector bacmid. En este
sistema, los bacmids recombinantes son generados en
Escherichia coliy luego son utilizados para transfec-
tar células de insecto y expresar las proteínas recombi-
nantes [6].

Los genes del virus de la FA con potencial inmunogéni-
co para ser posibles subcandidatos de vacuna son los de
su cápside [5]. Por lo tanto, esta investigación planteó
crear bacmids recombinantes que contengan estos genes
inmunogénicos de la FA, mediante la amplificación y
clonación de VP1, P1-2A y P1-2A-3C dentro del sis-
tema Bac to Bac.

Métodos

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

Cinco muestras de epitelio de lengua de ganado vac-
uno síntomas de fiebre aftosa, fueron donadas por el
Instituto de Zoonosis del Instituto Nacional de Higiene
(INH). A partir de estas muestras se extrajo el ARN to-
tal utilizando el kit EZNA total RNA kit I (Omega Bio-
Tek). La confirmación de la presencia del virus se re-
alizó mediante RT-PCR utilizando el SuperScriptTM III
One-Step RT-PCR System with PlatinumR© Taq High
Fidelity de invitrogen. Los primers fueron obtenidos del
Manual de Fiebre Aftosa de Malirat y Bergmann [7]
correspondientes al serotipo O. El programa de RT-PCR
consistió en la retrotranscripción a 55◦C por 30 minutos
, seguido de una PCR con 35 ciclos de denaturación a
94◦C por 1 minuto, annealing a 60◦C por 45 segundos
y extensión a72◦C por 2 minutos y una extensión final
de 72◦C por 5 minutos.

Amplificación de los genes inmunogénicos de la FA

Para la amplificación de los genes inmunogénicos VP1,
P1-2A y 3C, se diseñaron primers específicos en base a
la secuencia de estos genes obtenida a través del Gen-
Bank. Posteriormente, se utilizó el programa de Primer
Blast del NCBI para escoger la secuencia de los primers,
los cuales se seleccionaron en base a la longitud, tem-
peratura de annealing y porcentaje de citosinas y guani-
nas. Además, se incluyeron sitios de restricción para la
clonación de los genes dentro del plásmido pFastBac,
nucleótidos extra para mejorar la eficiencia de la re-
stricción enzimática [8], codones de inicio y fin y una
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Figura 1: Esquema de constructos que se utilizaron en este proyecto. VP1, P1-2A y P1-2A-3C. Figura modificada de Sáiz et al. [5].

secuencia Kozak para mejorar la eficiencia de la traduc-
ción (tabla 1).

La amplificación de los genes, se realizó mediante RT-
PCR a partir del ARN extraído de las muestras positivas
para el serotipo O. Las condiciones del RT-PCR fueron
las siguientes: para los genes VP1 y 3C, 55◦C por 30
minutos para la retrotranscripción, seguido de 35 cic-
los de denaturación a 95◦C por 2 minutos, 60◦C por 15
segundos y 55◦C por 15 segundos de temperatura de
annealing, 72◦C por 2.5 minutos de elongación y una
extensión final a 72◦C por 5 minutos. El programa de
RT-PCR para el gen P1-2A fue de 55◦C por 30 minutos
para la retrotranscripción, seguido de 35 ciclos de denat-
uración a 95◦C por 2 minutos, 67◦C por 15 segundos y
65◦C por 15 segundos de temperatura de annealing más
72◦C por 2.5 minutos de elongación y una extensión fi-
nal a 72◦C por 5 minutos. Se empleó el termociclador
Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400. Los am-
plicones fueron observados en gel de agarosa al 1 % y
purificados con el kit WizardR© SV Gel and PCR Clean-
Up System de Promega.

Creación de constructos

Los constructos propuestos para esta investigación fueron
el gen de la cápside viral VP1, el conjunto de genes es-
tructurales P1 más la proteasa 2A (P1-2A) y P1-2A más

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

la proteasa 3C (Fig.1). Estos constructos fueron clona-
dos en el plásmido donante pFastBac, el cual contiene
un cassette de expresión que consiste en un marcador de
selección de resistencia a la gentamicina, un promotor
específico de baculovirus, un sitio de clonación múlti-
ple, sitios Tn7 para la transposición y una cola poli A
del SV40.

Para la clonación se realizó restricción enzimática de
los productos de PCR y del plásmido pFastBac utilizan-
do las enzimas de restricción específicas para cada con-
structo (Tabla 1). Los productos de la restricción enz-
imática de los genes inmunogénicos fueron visualiza-
dos y purificados del gel de agarosa 0.75 %, utilizando
el kit WizardR© SV Gel and PCR Clean-Up System de
Promega. El plásmido pFastBac no fue purificado de-
spués de la restricción enzimática.

Los productos escindidos y purificados de los genes y
del plásmido pFastBac fueron utilizados en un radio de
1:5 (1 parte de vector y 5 partes de inserto) con un mín-
imo de concentración de plásmido de 50 ng para la lig-
ación. La determinación de este radio se lo realizó me-
diante la ecuación 1.

ng de vector×Tamao de inserto(pb)
Tamao de vector

× radiomolar de Inserto
V ector

= ng de inserto

(1)

CélulasE. coliDH10β fueron transformadas con el plás-
mido ligado, utilizando una solución de CaCl2 60µM y
shock térmico. Posteriormente, estas células fueron cul-
tivadas en medio LB suplementado con ampicilina (100
µg/mL), debido a que el marcador de selección del plás-
mido pFastBac es el gen de laβ-lactamasa. Se compro-
bó identidad del gen clonado mediante secuenciación.

Generación de bacmids recombinantes mediante el
sistema Bac to Bac

Se utilizó el sistema Bac to Bac para la generación de
bacmids recombinantes. Este sistema consta de célu-
las especiales deE. coli, llamadas 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: Amplificación de los genes de la cápside de la FA. L: Escalera de 1kb marca Promega. 1) Amplificación de gen VP1. 2) Ampli-
ficación del gen 3C. B. Amplificación del gen de la cápside del virus de la fiebre aftosa. L: escalera de axygen de 100 pb hasta 3000 pb. 1)
Amplificación del conjunto de genes P1-2A.

Figura 4: Restricción enzimática del plásmido recombinante pFastBac con BamHI y HindIII para determinar la presencia del gen VP1
dentro del vector. L) Escalera marca axygen de 250 pb. 1 - 7 restricciones enzimáticas de pFastBac-VP1 de colonias positivas.

del gen que codifica para el péptido delacZα que com-
plementa la deleción dellacZ de las DH10Bac. Así mis-
mo, contienen un plásmido ayudador que codifica para
la transposasa del transposón Tn7 y para la resistencia a
la tetraciclina. Se indujo la transformación de las célu-
las DH10Bac utilizando CaCl2 60µM y shock térmico.
Posteriormente, se dejó incubar a 37◦C con agitación a
225 rpm por 4 horas para que ocurra la transposición
del cassette de expresión del pFastBac al bacmid, in-
terrumpiendo el genlacZα. Las bacterias fueron sem-
bradas en un medio LB suplementado con tetraciclina
(10µg/mL), kanamicina (50µg/mL), gentamicina (7µg/mL),
X-Gal (80µg/mL) e IPTG (40µg/mL). Se seleccionaron
las bacterias lactosa negativas, se les extrajo el bacmid
y se realizó un PCR utilizando primers del inserto para
confirmar su presencia.

Resultados y discusiones

La fiebre aftosa es una enfermedad causada por un virus
que afecta a la producción de ganado. Existen 7 seroti-
pos del virus y no existe inmunidad cruzada entre los
serotipos [9]. Debido a las limitaciones que posee la va-
cuna de virus inactivado, utilizada para prevenir brotes
de FA [10], es necesario buscar alternativas para su pre-
vención. Una opción interesante es el establecer un sis-
tema in vitro de expresión de proteínas inmunogénicas
del virus que pueden ser utilizadas como posibles can-
didatos para el desarrollo de subunidades de vacunas.

Es por esta razón que este trabajo propuso la expresión
de proteínas inmunogénicas del virus en el sistema de
expresión Bac to Bac, altamente, utilizado para la ex-
presión de antígenos virales [6].

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

Se logró amplificar el ADN del serotipo O en dos de las
cinco muestras de epitelio de ganado vacuno. La banda
correspondiente al serotipo es de 1300 pb [7] (Fig. 2).

Amplificación de los genes inmunogénicos de la FA

Se llegó a estandarizar el protocolo de amplificación de
los genes estructurales del virus de la fiebre aftosa, a
través de la utilización de diferentes temperaturas de an-
nealing. En las siguientes figuras se puede observar la
amplificación de los genes VP1 y 3C del serotipo O que
tienen un tamaño de 642 y 640 pb, respectivamente, y
la amplificación del gen P1-2A que tiene un tamaño de
2250 pb (Fig.3).

Creación de constructos

A partir de la amplificación de estos genes, se logró
clonar el VP1 en el vector de pFastBac. Para constatar
la presencia del gen VP1 dentro del vector, se realizó la
purificación y restricción enzimática de pFastBac-VP1.
Como se observa en la Figura 4, esta restricción presen-
tó dos bandas: una correspondiente a pFastBac de 4775
pb y una correspondiente al gen VP1 de 642 pb.
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Figura 5: Extracción y PCR del Bacmid para comprobar la presencia del gen VP1. L) Ladder marca Axygen de 250 pb - 8000 pb. 1-5)
extracciones de Bacmid donde se puede observar la banda en laparte superior al gel correspondiente a 136 Kb. 6-10) Amplificación del
gen VP1. C-) Control negativo.

Para reconfirmar que el vector pFastBac poseía el gen
VP1, se determinó la secuencia del inserto en el plásmi-
do recombinante pFastBac-VP1 (Functional Biosciences),
utilizando los mismos primers de amplificación del gen
VP1. Con esta secuencia se realizó un alineamiento múlti-
ple utilizando BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) contra el GenBank y se obtuvo alineamiento con
una secuencia que correspondía al gen VP1 perteneciente
al serotipo O del virus de la FA de la provincia de San-
to Domingo de Tsáchilas (accesión JN005912.1) con
un Expect value (E value) de 0 y con un porcentaje
de similitud del 94 %. Se encontró también en la base
de datos del GenBank que la secuencia se alineaba con
este mismo gen proveniente de la provincia de Orellana
(código de accesión JN005918.1), Napo (JN005917.1),
Bolívar (JN005916.1), Imbabura (JN005915.1),Cotopaxi
(JN005914.1) y Los Ríos (JN005911.1).Estos alineamien-
tos tenían el mismo E value de 0 y un 94 % de ho-
mología por lo que también se puede asegurar que este
mismo serotipo está circulando por varias provincias
pertenecientes a las regiones de la Costa, Sierra y Ori-
ente del Ecuador.

El gen de P12A no pudo ser clonado en el plásmido
pFastBac ya que no se logró obtener la concentración
necesaria de su fragmento escindido purificado para re-
alizar una ligación con el radio de 1:5. Por ende no fue
posible crear los constructos P12A y P12A3C.

Generación de bacmids recombinantes mediante el
sistema Bac to Bac

Se realizó la transposición del gen VP1 desde pFastBac-
VP1 al bacmid en células DH10Bac, las cuales con-
tienen el bacmid y el plásmido ayudador que codifica
para la transposasa encargada de realizar la transposi-
ción del cassette de expresión, entre los sitios Tn7 del
pFastBac-VP1 con el sitio mini-attTn7 del bacmid. Esta
transposición irrumpe el genlacZα del bacmid, tornan-
do a las DH10Bac lactosa negativas. Para confirmar la
presencia de VP1, se extrajo el bacmid de 5 colonias
lactosa negativas y se amplificó con los primers de VP1
(Fig.5).

Conclusiones

Se logró establecer el sistema Bac-to-Bac para la gen-
eración de bacmids recombinantes que pueden ser uti-

lizados, en un futuro, para la expresión y estudio de pro-
teínas recombinantes de interés como lo son los can-
didatos de subunidades de vacuna. La expresión de la
proteína del gen VP1 del virus de la FA puede ser uti-
lizada para estudios de inmunogenicidad en ganado va-
cuno ecuatoriano; sin embargo, es necesario continuar
con la creación de los constructos P1-2A y P1-2A-3C ya
que si bien se ha observado que VP1 puede generar in-
munidad en ganado vacuno, ésta no es suficiente debido
a que la proteína, por sí sola, no puede plegarse de forma
correcta y, por ende, no puede exponer todos sus epíto-
pos para una correcta estimulación del sistema inmune
[10]. Por otro lado, Li et al (2008) lograron expresar
el constructo P1-2A-3C del serotipo Asia 1 y se logró
una inmunidad mayor debido a la presencia de la pro-
teasa 2A y a la proteína 3C que inducen el doblamiento
y procesamiento adecuados de la cápside. Consecuente-
mente, es posible que el constructo de P1-2A-3C en el
serotipo O fuera la mejor opción como candidato de
subunidad de vacuna [11].

El sistema Bac to Bac es una herramienta útil para la ex-
presión de proteínas complejas que requieren de plegamien-
to y modificaciones post-traduccionales para su correcta
actividad biológica. Además, ha sido explorado para la
expresión de antígenos virales que pueden ser utiliza-
dos como subunidades de vacunas y, actualmente, ex-
isten varias vacunas comerciales de uso humano y ani-
mal producidas por este sistema. Algunos ejemplos son
CIRMCUMVENT, Cervarix, CircoFLEX, entre otros.
Por estas razones, el establecimiento de este sistema es
un paso muy importante para el estudio de proteínas de
relevancia como son los antígenos virales de la fiebre
aftosa; los cuales, a largo plazo, podrían traer una alter-
nativa a la solución del problema que genera esta enfer-
medad dentro del Ecuador.
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