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Stability of the B. abortus S19 vaccine
strain with a eukaryotic expression
plasmid encoding the G glycoprotein
from the rabies virus

Abstract
Brucella abortus 519 is an intracellular vaccine strain against bovine brucello-
sis. Rabies is a lethal disease in cattle. Plasmids encoding the G glycoprotein
from the rabies virus induce a protective immune response in different ani-
mal species. A vector called pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, which encodes the G
gene, regulated by the cytomegalovirus eukaryotic expression promoter, and
which can be used to transform the B. abortus S19 vaccine strain, was con-
structed. The stability of the transformant strain was tested both in vitro and
in vivo. In the in vitro assays, B. abortus 519 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ was
grown for 5 sequential passages, and for the in vivo assays, female BALB/c
mice were infected. Colony-forming unit counting and plasmid identification
were performed in each passage and in the spleens at 7 days post-infection.
To test the plasmid stability in the strain, all parameters were determined
with and without antibiotic. The bacterial concentration was lower with an-
tibiotic than without it, but the bacterial growth was more homogeneous.
The plasmid was identified in antibiotic- and non-antibiotic-treated isolated
colonies under both in vitro and in vivo conditions. The plasmid construct was
also transfected into BHK-21 cells, which express the G glycoprotein. The B.
abortus $19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ strain showed stability, representing a
suitable candidate vector for developing a bivalent vaccine against brucellosis
and rabies. This is the first time that a Brucella species has been transformed
with a eukaryotic expression plasmid.

Keywords: G glycoprotein; Rabies virus; Brucella abortus $19; CMV promoter.

Introduction
Rabies and brucellosis are considered as major zoonotic diseases. These diseases
affect cattle, constitute an animal health problem, and have repercussions for hu-
man health (Monath et al,, 2013).

Bovine brucellosis (BB) is mainly caused by the intracellular bacterium Brucella
abortus (Diaz, 2013). There are different vaccine strains for BB prevention. B. abor-
tus RB51 is a rough strain that lacks the O-chain in its lipopolysaccharide (LPS),

"
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and for this reason, it does not induce detectable antibodies in diagnostic tests,
which helps to differentiate vaccinated from infected animals (Schurig et al., 2002).
However, this vaccine strain’s level of protection is still controversial. B. abortus S19
is an attenuated smooth strain due to the presence of LPS with the O-chain, which
induces antibodies that are detectable in serological assays. This feature is a major
problem associated with vaccination with the S19 strain; there is also a 2-3% risk
of abortion. Nevertheless, the strain forms a highly immunogenic vaccine that has
proven to be the most effective vaccine against BB (Nicoletti, 1990). The vaccine's
attenuation capability has been associated with a deletion in the ery operon that is
detected by PCR (Sangari et al, 1994), amplifying a 361-bp fragment that distin-
guishes the B. abortus 519 strain from other B. abortus vaccines and field strains, in
which a 1063-bp amplicon has been identified (Mukherjee et al, 2005). In Mexico,
3- to 6-month-old calves are vaccinated with the 519 vaccine at a classical dose of
1019 colony-forming units per mL (CFU/mL) of reconstituted vaccine (equivalent
to 5 mL), whereas heifers older than 6 months are administered a reduced dose
(3 x 108 CFU/mL).

The etiologic agent of bovine paralytic rabies (BPR) is an RNA-enveloped virus
of the Lyssavirus genus, which is divided into at least 11 genotypes (Rupprecht
and Plotkin, 2013). Genotype 1 is distributed worldwide and includes the classical
rabies virus; other genotypes are limited to spedific geographic regions. On the
American continent, only genotype 1 exists. The main transmitter of the virus in
cattle is the hematophagous bat (Desmodus rotundus), which inhabits tropical and
subtropical areas (Lee et al,, 2006; Johnson et al., 2014). The rabies virus contains
the G glycoprotein (Ggp), an envelope protein that has been recognized as the
main viral antigen because it induces protective neutralizing antibodies (Cox ef al,
1977; Ross et al, 2008). The Ggp is the only outer protein of the virus, and it con-
tains 524 amino acids, which form several antigenic sites. Antigenic site | is formed
by both linear and conformational epitopes, antigenic site Il is discontinuous, and
antigenic site Il is a continuous conformational antigenic epitope. Another impor-
tant site is referred to as G5: this linear epitope includes antigenic site IV, described
as containing only one amino acid (Kuzmina et al, 2013). DNA vaccine plasmids
encoding the Ggp are useful for inducing an anti-rabies immune response (Perrin
et al, 2000). The pGQH plasmid contains a G gene directed by the cytomegalo-
virus (CMV) eukaryotic expression promoter, which produces a high antibody titer,
protects against rabies in mice and dogs (Tesoro et al., 2006), and is also efficient
as post-exposure prophylaxis in rabbits and mice (Tesoro et al, 2008).

Because the main measure of control for both diseases is vaccination, alterna-
tives to facilitate vaccine management are currently being studied. Several issues
have been considered in the development of a new option:

1. Intracellular attenuated bacteria are useful as vectors to deliver DNA plasmids
directly to professional antigen-presenting cells (APC), such as macrophages
and dendritic cells (Dietrich et al, 2001). B. abortus is an intracellular bacteri-
um, and virulent strains are able to survive inside macrophages. The B. abortus
S$19 vaccine strain is destroyed by phagocytic cells (Arenas et al., 2000; Pizarro-
Cerdd et al,, 1998), but it possesses the characteristics of a bacterial vector, and
thus, B. abortus 519 offers the possibility of delivering a plasmid to APCs after
intracellular disintegration of the strain.

Vi
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2. DNA vaccine plasmids encode an antigen controlled by a eukaryotic promoter,
such as the pGQH plasmid described before. B. abortus can be stably trans-
formed with prokaryotic plasmids of the pBBR1MCS family (Elzer et al,, 1995),
but it has never been transformed with a eukaryatic expression plasmid.

Therefore, the objectives of this study were as follows: (1) to construct a plasmid
encoding the Ggp from the rabies virus regulated by the CMV promoter and to use
it to transform the B. abortus S19 vaccine strain and (2) to evaluate the in vitro
and in vivo stability of the transformant strain and to assess the protein expression
resulting from the plasmid construct. If these goals were achieved, the initial stage
of the development of a bivalent vaccine against rabies and brucellosis would be
accomplished.

Materials and Methods

Plasmids

The pGQH plasmid described by Tesoro et al. (2008) contains a G gene (1576-bp)
flanked by the Xbal site. The gene used in the present study was obtained from the
brain of a person who died from rabies transmitted by a hematophagous bat (iso-
late HQO1-IMSS). Plasmid pBBR1MCS-4 is a moderate-copy plasmid maintained
as an extra-chromosomal element. This plasmid is @ member of the pBBRIMCS
plasmid family but differs based on marker selection: pBBR1MCS is cm”, and pB-
BRIMCS-4 is amp” (Kovach et al,, 1995).

Bacterial strains and culture conditions

The B. abortus S19 strain and Escherichia coli TOP-10 (F-mcrAA (mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139A (araleu) 7697 galE15
galk16 rpsL (Str) endA1 &-) were grown in tryptic soy broth (TSB) at 37°C with or-
bital shaking or in tryptic soy agar (TSA). Medium containing 100 pg/mL ampicillin
(Amp) was used when needed.

Plasmid construction
Plasmid pGQH was digested with the BamHI and Bglll restriction enzymes, with
compatible site ends. The fragment containing the G gene regulated by the CMV
promoter was excised and ligated into pBBR1MCS-4, which was previously digest-
ed with BamHI (Fig.1). The insert to be cloned also included a region referred to as
the SV40 enhancer/promoter. This region, which contains the origin of replication
for eukaryotic cells and which induces episomal plasmid replication, was incorpo-
rated into the insert to keep the plasmid present in the host.

The resulting DNA construct was transformed in E. coli TOP-10. The new plas-
mid construct was characterized by enzyme restriction: BamHl| linearized it, and
Xbal released the G gene. The recombinant plasmid was called pBBR4-CMV-Cgp-
SV40+ and was purified using the Endofree Plasmid Giga Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) following the manufacturer's instructions. The G gene was sequenced
from the pure plasmid using the outer primers Ggp1 and Ggp2 as well as the in-
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BamHI Bgll
G H | e —————
................. BamHI "."“___,.--.........
PBBRIMCS-4 = l =

Bglll

BamHI site lost
h 4
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Figure 1. Plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ construction diagram.

ner primers Gli1 and Gli2. For the designed inner primers, the amplified fragment,
which was 736-bp in size, incdluded most of the glycoprotein's antigenic sites.

Transformation of B. abartus 519

Plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ was electroporated into the B. abortus 519 strain
by applying a 2.5-Kv pulse and using 3 pg of plasmid. Amp-resistant (Ampr) colo-
nies were analyzed by PCR using pBBR primers (5-GTAAAACGACGGCCAGT-3' and
5'-CGAGGTCCACGGTATCG-3") to amplify a 5100-bp fragment, corresponding to
the insert ligated in pBBR1MCS-4. The amplification protocol was as follows: dena-
turation at 96°C for 1 min, 35 cycles of denaturation at 95°C for 30 sec, annealing
at 64°C for 45 sec, extension at 72°C for 5 min, and a final incubation at 72°C
for 10 min. The same colonies were analyzed using the ery primers described by
Sangari et al. (1994) and Mukherjee et al. (2005) to identify the 361-bp amplicon
of the deleted ery operon as an attenuation genetic marker. The following reaction
controls were included: the B. abortus RB51 strain for the non-deleted ery operon
and E. coli harboring pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ as the negative ery control and the
positive plasmid control, respectively. The transformant strain was called B. abortus
$19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+.

In vitro stability of plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
The stability of B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ was evaluated following
the method referenced by Elzer et al. (1995). The strain was grown in TSB-Amp

M
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for 48 h. A total of 100 pL of the culture was transferred to 5 mL of either TSB or
TSB-Amp and incubated for 48 h to obtain passage 1. The process was succes-
sively repeated until passage 5. Serial dilutions of each passage were performed
to determine the CFU/mL in triplicate under 3 conditions: 1) bacteria cultivated in
TSB and isolated in TSA (TSB/TSA); 2) bacteria cultivated in TSB and isolated in
TSA-Amp (TSB/TSA-Amp); and 3) control culture, consisting of bacteria cultivated
in TSB-Amp and isolated in TSA-Amp (TSB-Amp/TSA-Amp). Randomly sampled
colonies from each condition were tested by PCR to identify the 5100-bp amplicon
from pBBR4-CMV-Ggp-SV40+.

Inoculation of BALB/c mice with the strain B. abortus 519
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+

Three 6- to 8-week-old female BALB/c mice were inoculated intraperitoneally (i.p.)
with 0.25 mL of PBS containing ~10% CFU of B. abortus 519 pBBR4-CMV-Ggp-
SV40+ or 0.25 mL of PBS only (control group). The animals were sacrificed by
cervical dislocation 7 days later. Their spleens were weighed and homogenized in
1 mL of PBS and plated on either TSA or TSA-Amp, and the CFU/spleen value was
determined by serial dilution. A multiplexed PCR was applied to the spleen colonies
to simultaneously identify the deleted ery operon and the G gene. In the case of
the rabies protein, the following inner primers were used: Gli1, forward 5-ACA-
CAATCCGTACCCTGACT-3, and Gli2, reverse 5'-CCCGTTTACATGAGGATGAC-3". Both
amplicons of the G gene (736-bp) and of the ery operon deletion (361-bp) were
obtained as follows: denaturation at 96°C for 1 min, 30 cycles of denaturation at
95°C for 30 sec, annealing at 64°C for 45 sec, extension at 72°C for 1 min, and a
final incubation at 72°C for 10 min.

All experimental procedures and animal care were performed in compliance
with the Guide for the care and use of laboratory animals (2011), NOM-062-
200-1998, which enforces the proper use and care of laboratory animals in Mexi-
co, and with the approval of Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (license
BCB/CCUAL/118/2013).

Glycoprotein expression in eukaryotic cells

BHK-21 cells were cultured in Eagle's minimal essential medium (MEM) con-
taining 10% fetal bovine serumn (FBS) during the growth phase. Cells in the
logarithmic growth phase were harvested, and 1 x 108 cells were transfected by elec-
troporation with 15 pg of the pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ plasmid. A pulse of 140 V for
25 msec was applied to a 0.2-cm cell containing 0.1 mL of cellular suspension. Pro-
tein expression was monitored at 24, 48 and 72 h posttransfection; a control of
non-transtected cells was also included. A polyclonal human IgG containing 150 [U/mL
anti-rabies neutralizing antibodies was employed as a primary antibody at a 1:50 di-
lution. The protein was revealed with a 1:100 dilution of goat anti-human IgG-HTC.

Statistical analysis
The CFU data were log-transformed and after examining the residuals, the variances
appeared homogeneous within the range of the treatment means. The data from
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Figure 2. Digestion of plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ with
two restriction enzymes. Lanes: 1, 1 Kb DNA ladder; 2, purified
pBBR4-CMV-Ggp-5V40+; 3 and 4, plasmid restricted with Xbal
and BamHl, respectively. The 9921-bp fragment corresponds to
the expected size of the construct. The 1576-bp fragment was
released from the plasmid and corresponds to the G gene.
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F 3. Identification of the B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-
SV40+-transformed strain. Individual PCRs with pBBR and ery
primers were applied to B. abortus $19 candidates. The 5100-bp
fragment corresponds to the plasmid; the 361-bp fragment, to
the deleted ery operon; and the 1063-bp fragment, to the non-
deleted ery operon. Lanes: 1, 1 Kb DNA ladder; 2, B. abortus
RB51 as a control for the non-deleted ery operon; 3, E. coli
TOP-10 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ as a negative control for the
ery operon; 4, B. abortus S19 with the deleted ery operon; 5, E.
coli TOP-10 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ as a plasmid control; 6, B.
abortus 519 as a negative plasmid control; 7 and 8, candidate
1 tested by PCR for the presence of the plasmid and the ery
operon, respectively; 9 and 10, candidate 2 tested by PCR for
the presence of the plasmid and the ery operon, respectively.

B. abortus 519 vaccine strain with a eukaryotic expression
plasmid from therabies virus

the in vitro assays were analyzed by one-way ANO-
VA with Dunnett's post-test, and the bacterial loads in
the in vivo assays (CFU/spleen) were analyzed with
Student's t-test using the software associated with
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc. La Jolla,
CA, USA). A value of P<0.05 was considered signifi-
cant for both tests.

Results

Construction of the recombinant plasmid
and transformation of the B. abortus S19
strain with plasmid pBBR4-CMV-Ggp-
Sv40+

After extraction, plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ was
digested with BamH| and Xbal to verify the size of
the construct and to release the G gene, respectively.
Digestion with Xbal released 3 fragments of 6057-,
2283-, and 1576-bp in size. The last one corresponded
to the G gene (Fig. 2). Digestion with BamHI produced
a 9921-bp linearized plasmid, which indicated loss of
the Bglll site (Fig. 2). The complete sequence of the G
gene was obtained, and preliminary results showed
that Mexican isolate HQO1-IMSS maintained the ami-
no acids considered to be invariable in all of the Ggp's
antigenic sites. Figure 3 shows the deletion of the ery
operon and the presence of the recombinant plasmid
in the B. abortus S19 strain after electroporation.

Plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+

was stable under in vitro conditions

in the B. abortus 519 strain

The bacterial concentrations in each medium (Log;q
CFU/mL) were as follows:

1 Control culture (TSB-Amp/TSA-Amp) = 8.54
1 TSB/TSA-Amp culture = 8.44
1 TSB/TSA culture = 9.13.

The bacterial concentration was higher (P<0.05) in
the TSB/TSA culture than under the other two culture
conditions (Fig. 4a). Whereas no differences in the
bacterial concentration were observed among pas-
sages in the TSB-Amp/TSA-Amp culture (P>0.05),
variability was observed in both the TSB/TSA and the
TSB/TSA-Amp cultures (Fg. 4b). In particular, in the
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Figure 4. In vitro stability of plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ under different conditions. (a) Mean concentration of
B. abortus 519 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ after 5 passages in culture with or without antibiotic; * significant difference
(P<0.05) relative to TSB-Amp/TSA-Amp. (b) Bacterial concentration in each passage under different conditions;
* significant difference (P<0.05) relative to passage 1. (c) Identification of the pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ plasmid in 8.
abortus 519 colonies; M, molecular weight marker: 1 Kb DNA ladder; C, control: B. abortus 519 pBBR4-CMV-Ggp-5V40+
strain; TSB, tryptic soy broth; TSA, tryptic soy agar; Amp: ampicillin (100 pg/mL).
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Table 1. Spleen weight (wt) and bacterial concentrations of the B. abortus
519 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ strain isolated from experimentally infected
BALB/c mice.

I Inoculation with
B. abortus 519
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
Spleen wt (g) 0.120 £ 0.009 0.100 £ 0.014
Log,, CFU/spleen
TSA-Amp 28+12
TSA 40% 1.1

Mice were inoculated i.p. with 0.25 ml of PBS containing ~10° CFU of the strain or
0.25 mL of PBS only (control group). The results are the mean + standard deviation for
three mice.

TSB/TSA culture, the bacterial concentration showed a statistically significant dif-
ference (P<0.05) in passages 2, 3 and 5 relative to passage one, and in the TSB/
TSA-Amp culture, a statistically significant difference (P<0.05) was found in the
bacterial concentration in passages 2 and 5 relative to passage one. In addition,
plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ was identified in all TSA-Amp colonies and in
different TSA colonies (Fig.4c).

Plasmid stability in the B. abortus 519 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
strain was maintained during BALB/c mouse infection

Table | shows the results from the spleen homogenates. No statistically signifi-
cant difference was found between the bacterial concentrations in antibiotic- and
non-antibiotic-complemented media. All analyzed colonies from both media were
positive for the deleted ery operon. All analyzed colonies isolated in the presence
of the antibiotic were positive for the G gene, and only one colony isolated in the
absence of the antibiotic was positive for the G gene (Fig. 5). The plasmid was ex-
tracted from all G gene-positive colonies (data not shown).

Plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ induced the expression

of the Ggp from the rabies virus in eukaryotic cells

After BHK-21 transfection, the Ggp was detected at 24, 48 and 72 h. The glyco-
protein was not detected in the control cells. Hgure 6 shows protein expression
at 48 h (expression at 24 and 72 h is not shown). This result indicates that the
viral protein was properly expressed in eukaryotic cells with the pBBR4-CMV-Ggp-
SV40+ plasmid.

Discussion

Vaccine plasmids consist of a gene of interest controlled by a strong eukaryotic
expression promoter; the mRNA transcripts are stabilized by a polyadenylation se-
quence, and resistance genes for bacterial selection are included (Gurunathan et
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Figure 5. In vivo stability of plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Female BALB/c
mice were infected with B. abortus 519 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Seven
days later, spleen homogenates were plated, and a multiplexed PCR was
applied to isolated colonies to simultaneously detect the deleted ery operon
(361-bp) and the G gene (736-bp). Lanes: 1, 100 bp DNA ladder; 2, B.
abortus 519 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+; 3, B. abortus S19; 4, E. coli; 5-10, TSA-
Amp colonies; 11 and 12, TSA colonies.

al, 2000). We have constructed plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, which encodes
the most immunogenic protein from the rabies virus, or the Ggp, which is ligated to
the CMV promoter to strengthen gene expression in eukaryotic cells. A polyadenyla-
tion sequence and the SV40 origin of replication were also included to maintain
plasmid replication in the host. The plasmid construct is based on pBBRIMCS-4,
a plasmid used to transform Brucella species (Kovach et af, 1995). The G gene
sequence (isolate HQO1-IMSS) is 1575-bp in size and codes for a 524 amino-acid
protein containing the sequences for antigenic sites.

Employment of intracellular attenuated bacteria improves the delivery of vac-
cine plasmids to a host (Dietrich ef al,, 2001). The B. abortus S19 vaccine strain is
both intracellular and attenuated, and it was transformed with the plasmid construct
with the purpose of generating B. gbortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, which
maintained the marker of attenuation, or the ery operon deletion. The B. abortus
S19 strain has already been transformed with plasmids encoding heterologous

Figure 6. Expression of the rabies virus Ggp from plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ in eukaryotic cells. BHK-21 cells were
transfected with 15 pg of the plasmid construct. The protein was detected at 24, 48 and 72 h with polyclonal anti-rabies
human IgGC. a and b, non-transfected BHK-21 cells and transfected BHK-21 cells, respectively, both at 48 h (24 and 72 h
not shown). The arrows indicate the Ggp.
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proteins (Comerdi et al., 1998; Sabio y Gardia et al, 2008; Sabio y Garcia et al,
2010), but in all cases, protein expression depended on a prokaryotic promoter.
This is the first report of transformation of B. abortus involving a eukaryotic expres-
sion promoter.

To evaluate the stability of the plasmid construct that encodes the G gene,
in vitro and in vivo assays were performed. The strategy of culturing bacteria by
successive passaging in media with or without a selection factor was previously es-
tablished when evaluating the stability of plasmid pBBR1MCS in different Brucella
species (Elzer et al, 1995). The in vitro stability assays in the current study showed
a significantly lower concentration of B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ in
the antibiotic-complemented medium than in the medium without antibiotic, al-
though the bacterial growth in the antibiotic-complemented cultures was homoge-
neous. The plasmid that we constructed is 9921-bp in size, so it might be too heavy
to allow transformed bacteria to replicate. However, the variability observed in the
growth of the transformant strain as well as the identification of the plasmid when
these bacteria were cultured in medium without antibiotic may indicate that the
plasmid confers the ability to resist adverse circumstances, although the plasmid is
not essential for viability because Brucella does not naturally contain it (Crasta et al.,
2008). Therefore, without selective pressure, a spontaneous loss of plasmid could
occur in part of the population.

The results of the in vivo assays of the concentration of transformed bacteria
recovered from the spleen homogenates were similar to those reported elsewhere
(Comerci et al, 1998, Sabio y Garcla et al, 2008). The fact that the multiplexed
PCR used was able to identify the plasmid and the ery operon deletion in colo-
nies with or without antibiotic may indicate that this is a useful diagnostic tool to
differentiate between the B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ strain and field
strains and to help to differentiate infected animals from animals vaccinated with
the B. abortus S19 strain (Pacheco et al, 2012). These results also demonstrate
the stability of plasmid pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ in the transformed B. abortus S19
vaccine strain in the absence of selective pressure.

Plasmid transfection in BHK-21 cells showed that the plasmid construct ex-
pressed the Ggp from the rabies virus, evidencing the functionality of pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+ in a eukaryotic model. This result is encouraging because we can now
hypothesize that B. abortus $19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ could deliver the plas-
mid to macrophages after destruction of the bacteria, and simultaneous stimulation
of the anti-Brucella response inherent to this strain and of the immune response
against the viral protein could occur.

Further studies are required to produce a bivalent vaccine, and we know that
current vaccine strategies for both brucellosis and rabies are working properly. How-
ever, the idea of exploiting the intracellular nature of B. abortus by using the 519
strain to act as a vector that delivers a plasmid encoding the main antigen of the
rabies virus directly to APCs is in itself worth pursuing. Cell culture infection assays
using a macrophage line to show Ggp expression from plasmid delivered by the
bacterium as well as immunization studies in mouse models will be necessary to
pursue this idea, and even to perform a field study in cattle although there may
be regulatory hurdles. A major benefit of a bivalent vaccine would be an increase
in the number of animals immunized in official vaccination campaigns because
farmers would be able to have their animals vaccinated against two diseases in one

XV



http://wWww.revistas.unam.mx/index.php/Veterinaria-Mexico

B. abortus 519 vaccine strain with a eukaryotic expression

plasmid from the rabies virus Original Research

Vol.21No.2 1 April-June 12015

roundup. Another benefit would be a lower production cost for the vaccine because
the inert media required to produce bacterial vaccines are inexpensive compared
to animal tissue cultures and infrastructure necessary to produce a viral vaccine. We
have shown that Brucella can accept and maintain a eukaryotic expression plasmid
that encodes a viral protein; this knowledge could be used to develop vaccines for
other diseases, such as viral bovine diarrhea or infectious bovine rhinotracheitis, in
which the main antigens are glycoproteins (Brodersen, 2014; Suman et al.,, 2013).

Conclusions

The B. abortus 519 strain was successfully transformed with plasmid pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+ to induce expression of the Ggp from the rabies virus and showed in
vivo and in vitro stability. In addition, evidence indicated that the plasmid construct-
ed induces expression of the Ggp in eukaryotic cells.
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Resumen de Tesis

Brucella abortus S19 es una cepa vacunal intracelular contra brucelosis bovina. La rabia
es una enfermedad mortal en ganado bovino. Los plasmidos que codifican la glicoproteina
G (gpG) del virus rabico inducen una respuesta inmune protectora en diferentes especies
animales. Se construyé un vector lamado pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, util para transformar
la cepa vacunal B. abortus S19 y que c odifica el gen G regulado por el promotor de
Citomegalovirus para la expresion en células eucariotas. Se evalud la estabilidad in vitro e
in vivo de la cepa transformante. Para los ensayos in vitro, la cepa B. abortus S19 pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+ se hizo crecer durante cinco pasajes seriados y para los ensayos in vivo
se infectaron ratones hembras BALB/c. Se realiz6é la identificacion del plasmido y el
conteo de U nidades formadoras de c olonia (UFC) de | a bacteria transformada en ¢ ada
pasaje, y en los bazos a los 7 dias post infeccion (d.p.i. Todas las pruebas se hicieron con
y s in ant ibidtico par a c omprobar | a es tabilidad del pl asmidoen | abac teria.L a
concentracion bac teriana fue m as ba ja c on antibidticoq ue s in él , s inem bargo e |
crecimiento de | a bacteria fue mas homogéneo. La ¢ epa B. abortus S19 p BBR4-CMV-
Ggp-SV40+ mostro estabilidad in vitro como in vivo y también la capacidad de expresar el
ARNm del g en G . S e i nmunizaron t res g rupos ex perimentales de r atones hem bras
BALB/c con B. abortus S19, p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ y B. abortus S19 pB BR4-CMV-
Ggp-SV40+. Alos 7, 14, 21, 28, 30, 60 y 90 d.p.i, se tomaron muestras de suero asi como
los bazos; en cada grupo se determinaron anticuerpos antirrabicos neutralizantes (AAN),
la serologia anti-Brucella y las UFC/bazo. El plasmido construido se transfecté en células
BHK-21.Se encontré expresiéon de la gpG en células eucariotas. El plasmido indujo AAN
por arriba de 0. 5 UI/mL (considerado como protector por la OMS) desde el dia7ene |
ratén pero afectd la viabilidad y antigenicidad de la cepa vacunal puesto que B. abortus
S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ mostré un pe rfil de ¢ recimiento s imilar al de ¢ epas no -
virulentas asi como una débil y tardia respuesta anti-Brucella comparada con B. abortus
S19. La cepa transfomante indujo AAN en niveles protectores al dia 90. Se requieren aun
mas estudios para producir unan vacuna bivalente, sin embrago resulta interesante la idea
de aprovechar la naturaleza intracelular de B. abortus para usar la cepa S19 como vector
para entregar un plasmido codificante del principal antigeno del virus rabico directamente
alas células presentadoras de ant igeno. E sta es |a primera vez q ue una es pecie de

Brucella se transforma con un plasmido de expresion eucariota.
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Thesis Abstract

Brucella abortus S19 is an intracellular vaccine strain against bovine brucellosis. Rabies is
a lethal disease in cattle. Plasmids encoding the G glycoprotein (Ggp) from the rabies
virus induce a protective immune response in different animal species. A vector called
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, which encodes the G gene, regulated by the cytomegalovirus
eukaryotic expression promoter, and w hich can be used to transform the B. abortus S19
vaccine strain, was constructed. The stability of the transformant strain was tested both in
vitro and in vivo. In the in vitro assays, B. abortus S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ w as
grown for 5 s equential pas sages, and for the in vivo assays, female BALB/c mice were
infected. Colony-forming unit (CFU) counting and plasmid identification were performed in
each passage and i nthe s pleens at 7 day s p ost-infection (d.p.i). T o testthe plasmid
stability in the strain, all parameters were tests were made with and without antibiotic. The
bacterial concentration was lower with antibiotic than without it, but the bacterial growth
was m ore hom ogeneous. The B. abortus S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ s train s howed
stability under both in vitro and in vivo conditions, and showed to express G gene RNAm.
Three experimental groups of female BALB/c mice were immunized with B. abortus S19,
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ and B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Sera samples as
well as spleen were taken at 7, 14, 21, 28, 30, 60 and 90 d.p.i; rabies neutralizing
antibodies ( RNAD), ant i-Brucella s erology and C FU/spleen w ere det ermined for eac h
group. The plasmid construct was also transfected into BHK-21 cells, Ggp expression was
found in eukaryotic cells, plasmid induced RNAb up to 0.5 Ul/mL (considered as protective
by WHO) since day 7 i n mice, but it affected viability and ant igenicity of vaccine strain
since B. abortus S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ s howed a g rowth pr ofile similarto no-
virulent strains, and a weak and late anti-Brucella response compared with B. abortus S19.
Transformant s train was abl e t o i nduced R NAb at protective | evels at day 90. Further
studies are required to produce a bivalent vaccine; however, the idea of ex ploiting the
intracellular nature of B. abortus by using the S19 strain to act as a vector that delivers a
plasmid encoding the main antigen of the rabies virus directly to APCs is in itself worth
pursuing. This is the first time that a Brucella species has been transformed with a

eukaryotic expression plasmid.
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Capitulo 1

El Género Brucella
1.1 Generalidades
Este género incluye bacterias en forma de cocobacilos gram-negativos de 0.5-0.7 p de
diametro por 0.6-1.5 p de largo, pequefios e inmoviles, que carecen de capsula, flagelos
o pl asmidos y no g eneran es poras. Son microorganismos i ntracelulares obl igados,
pueden r eplicar dentro de macréfagos y de ot ras c élulas f agociticas no-profesionales
(Pizarro-Cerda et al., 1998a). Se enc uentra d entro de | a s ubdivisién al pha-2 de | as
Proteobacteria orden Rhizobiales, familia Brucellaceae que t iene una cercana relacion
filogenética con Agrobacterium, Rickettsia, Rhizobium y Rhodobacter (Moreno et al.,
1990).
Diez especies forman al género Brucella y se clasifican s egun los hospederos que
infectan; ocho de el las a fectan ani males t errestresy s on: B. melitensis (cabras), B.
abortus (bovinos), B. suis (cerdos), B. ovis, (ovejas) B. canis (perros), B. neotomae, B.
microti (roedores) y B. inopinata (hombre), mas dos nuevas especies, B. pinnipedialis y B.
ceti que se h an ai slado de hospederos marinos, focasy bal lenas respectivamente;
pueden a fectart ambién es pecies ani males di stintasas uhués ped pr incipal. Las
caracteristicas que permiten identificar a | as e species del género Brucella se presentan
en la Tabla 1. (Pappas et. al., 2005, Scholz et. al., 2008, Scholz et. al., 2010). Las tres
primeras especies se reconocen como clasicas y se dividen en biotipos, en |l as restantes
solo se presenta un biotipo dentro del g énero. Estudios de hibridacion de ADN han
mostrado una homologia mayor al 95% entre cepas de todas las especies, por lo que se
propuso que el g énero solo es ta f ormado por | a es pecie melitensis y las dem as s on
biovares de és ta (Verger et. al., 1985), sinem bargo debi doal as diferenciasd e
reservorios, a la severidad en la enfermedad clinica provocada, y a las altas diferencias
entre los proteomas de las especies (DelVecchio et al., 2002b), esta propuesta no ha sido
bien aceptada. En el 2003, la subcomision en Taxonomia de Brucella del Comité
Internacional en S istematica de P rocariotas ( International C ommittee on S ystematics of
Prokaryotes (ICSP)) acordd unanimemente establecer la clasificacion taxondmica utilizada
previa al afio 1986, con la aprobacion de |as seis especies de Brucella y sus biovares
(Osterman y Moriyon, 2006).
El g enoma es s imilarent re | as diferentes es pecies del g énero Brucella, el t amafio

promedio es de 3 .29 Mb y esta conformado por dos cromosomas circulares, siendo el



cromosoma | de aproximadamente 2.11 Mb con un contenido de G+C de 57.2 %, mientras
el cromosoma Il es de 1.18 Mb, con un porcentaje de G+C de 57.3 (DelVecchio et al.,
2002a; Halling et al., 2005; Paulsen et al., 2002, Crasta et al., 2008).
Los miembros del género Brucella spp poseen sistemas de s ecrecion tipo IV, que esta
tipificado por el oper 6n virB, el c ual c odifica paraun complejo multiprotéico de 12
proteinas que son responsables de la secreciéon de macromoléculas bacterianas a través
de la envoltura y se ha sugerido que Brucella lo utiliza para la translocacién de factores de
virulencia hac ia las c élulas de m amifero, estes istemades ecreciont ipol Ves
indispensable para que Brucella adquiera membranas del RE, como un paso necesario
para su sobrevivencia dentro del macrofago (Celli et al., 2003)
1.2 Antigenos de Brucella

Brucella spp contiene dos tipos de componentes con importancia antigénica, el
Lipopolisacarido (LPS) y las proteinas que se ubican en su membrana externa (OMP).
ElI LPS se encuentra en la membrana externa (Fig. 1), la composicién de esta estructura
influye di rectamente en | a m orfologia de | as cepas, en par ticulars eas ociaconl a
presencia o ausencia de la cadena O en el lipopolisacarido (LPS), las cepas denominadas
como lisas (S), del inglés smooth poseen cadena O, mientras las llamadas rugosas (R) de
rough, carecen de di cha cadena. EILPS de Brucella spp es muy diferente al de otras
bacterias gram-negativas. EI LP S clasico de Escherichia coli se compone de un | ipido A
formado por una estructura basica de glucosamina que contiene grupos acilo de 12 a 14
carbonos ligado al core por enlaces det ipo éstery amida. En contraste | a es tructura
basica del Lipido A en Brucella spp, es de diaminoglucosa con grupos acilo mas largos de

18, 19 y 28 carbonos unidos solamente por enlaces tipo amida (Lapaque et al., 2005).



Tabla 1. Caracteristicas de Identificacion entre las diferentes especies de Brucella

Virulencia

Pruebas de identificacion

Crecimiento en

Descrita para el colorantes Requerimiento  Produccién Lisis por fagos
Especie por Reservorio hombre Biotipo Tionina Fuscina Ureasa de CO, de H,S Tiblisi  Weybridge
B. melitensis Bruce 1887 Cabras, ovejas, ++++ 1-3 + + + - - - -
camellos,
bovinos
B. abortus Bang 1897 Bovinos, cabras +++++ 1 - + + + + + +
(donde no hay
B. melitensis) 2 _ _ + + + + +
camellos, 3 + + + + + + +
bufalos
4 - + + + + + +
5 + + + - - + +
6 + + + + + +
9 + + + +/- + + +
B. suis Traum Cerdo, liebre, + 1-5 + - (3) + - + - +
1914 caribd, reno, (solo
roedores biotipo 1)
silvestres
B. canis Carmicael Canidos + -—-- + -/+ + - - - -
y Bruner
1968
B. ovis Van Ovejas - - + -/+ - + - - -
Drimmelen
1953
B. neotomae  Stoennery  Roedores - - - + - + +/- +
Lackman (15 min)
1957
B. Ewalt y Focas, + — + + + - + - +(p)
pinnipedialis Ross 1994  elefantes - (c)
y marinos y
B. ceti morsas.
Ballenas,
delfines, y
marsopas.
B. microti Scholz Raton de &? + + + - - + -
2008 campo
B. inopinata Scholz Hombre + - + + + - + +/- ND
2010
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Figura 1. Representacion esquematica del LPS de Brucella spp., modificado de Gomes
Cardoso et al., 2006

La cadena O del LPS es la estructura antigénica mas expuesta de es ta bacteria, en el
extremo terminal del LPS de Brucella (cepa lisa) se presentan moléculas de manosa que
favorecen la adherencia a los fagocitos mononucleares del huésped, ya que éstos tienen
los r eceptores de m anosa. Ademas de | os fagocitos mononucleares, | as células de | a
placenta contienen gran cantidad de receptores de manosa, lo que sumado al tropismo de
estas bac terias por el eritritol placentario de bovino, aum enta | as pr obabilidades de
abortos, debido a la presencia de la bacteria en ese tejido (Pontow et al., 1992).

Las proteinas relevantes en Brucella spp se han descrito como proteinas de membrana
externa, proteinas de ubicacién citoplasmatica y proteinas de choque térmico.

Las pr oteinas de m embrana ex terna s e c lasifican ent res grupos: Grupo I, es tan
relacionadas con la biosintesis de la envoltura y tienen un peso molecular entre 88 a 94

KDa; Grupo I, equivalentes a | as porinas de otras bacterias, con un pe so entre 35 a 40



kDa vy las del Grupo lll, que interaccionan fuertemente con el LPS y tienen un peso entre
25 a 30 kDa. (Rivers et. al., 2006)

Entre | as pr oteinas c itoplasmaticas se enc uentran la p roteina s uperdxido
dismutasa Cu/Zn (SOD) y la catalasa. La SOD Cu/Zn forma parte del sistema de defensa
antioxidante de Brucella spp, para protegerla de los intermediarios reactivos del oxigeno,
ya g ue t ransforma | os r adicales s uperoxido ( O2°) en per 6xido de hidrogeno (H,0,) y
oxigeno gaseoso (02); la enzima catalasa ayuda a la proteina SOD Cu/Zn a detoxificar el
ambiente bacteriano, actuando sobre el peréxido de hidrégeno (H,O») generado al interior
del m acrofago des pués de | a f agocitosis de | a bac teria, t ransformandolo en aguay
oxigeno (Ko y Splitter 2003). La expresion de estas enzimas favoreceria la permanencia
de Brucella en el interior del fagocito.

El rol de | as proteinas de ¢ hoque térmico en | a patogénesis de Brucella spp es
incierto, entre estas se encuentran GroEL, GroES y HtrA; las proteinas GroEL y GroES
son chaperonas relacionadas con el plegamiento correcto de proteinas, mientras HtrA; es
una proteasa que de grada p roteinas danadas oxidativamente, por lo que aumenta la
resistencia de Brucella spp a la destruccion por los fagocitos causada por el dafio
oxidativo (Bae y col 2002).

1.3 Brucelosis

Es la enfermedad causada por miembros del género Brucella, afecta a diferentes
especies incluyendo al hombre, por o que se le considera una zoonosis, de manera que
representa un problema de salud publica animal y humana.

El hom bre adq uiere | a i nfeccion pr incipalmente por | ai ngesta de pr oductos
contaminados, es pecialmente | acteos no pas teurizados o debi doa | c ontacto c on
secreciones o tejidos de animales infectados, se considera una en fermedad ocupacional
en pastores, trabajadores de rastros, veterinarios y personal de |aboratorio. Las especies
de Brucella que pueden infectar al hombre son; B. melitensis, B. suis, B. abortus, B. canis,
B. ceti y B. pinnipedialis, la mayoria de casos de brucelosis humana a nivel mundial se
deben a B. melitensis seguido por B. abortus por lo que ambas especies se consideran
virulentas para el hom bre, aun que no existen di ferencias entre las manifestaciones
clinicas causadas por ambas (Pappas et al., 2005). Dado que la brucelosis humana es
una enfermedad zoonética, la prevencion y control de brucelosis animal es esencial para
erradicar | a br ucelosis en el hom bre. L a enfermedad s e pr esenta en todo el m undo,

excepto en los paises donde se ha erradicado la BB causada por B. abortus. Esta



enfermedad es de notificacion obligatoria en muchos paises, sin embargo, las estadisticas
oficiales no reflejan el numero real de personas infectadas, y son diversos los factores que
influyen en el lo, la aplicacion de pr ogramas z oosanitarios, i ntereses s ocioeconémicos y
politicos e i ncluso | a ¢ reciente migracion i nternacional de | a pobl acién (Pappas et al.,
2006). La incidencia anual de brucelosis humana por cada 100,000 habitantes se calcula
desde menos de 0.03 en paises como Canada, Inglaterra y el norte de Estados Unidos,
hasta mas de 160 en Iran, Iraq y Mongolia entre otros (Seleem et. al., 2010, Pappas et al.,
2006).

La distribucién geografica de las especies de Brucella se relaciona con las areas
donde se produce y comercializa el ganado con el que se asocia. Por ejemplo, B. abortus
se encuentra en todo el mundo con excepcion de los paises donde ha s ido erradicada,
como; Japon, Canada, Suecia, Dinamarca, Australia, Nueva Zelanda e lIsrael (EFSA
2010), de las siete biovariedades, la biovariedad 1 es la mas frecuente en América Latina.
B. melitensis es par ticularmente c omun en el Mediterraneo, M edio O riente y A mérica
Latina (Samaha et al., 2008), es la especie mas virulenta dentro del género. Con respecto
a B. suis, los biovares 1, 2 y 3 son la causa de brucelosis porcina, 1 y 3 se encuentran en
la mayoria de las zonas donde s e manejan cerdos en el mundo y la biovariedad 2 es la
causa principal de brucelosis porcina en Europa (Godfroid et al. 2011).

La infeccion en animales induce a abortos en las hembras y en los machos afecta
los 6rganos reproductores, c ausa or quitis y epididimitis g ue pueden | legar a de rivar en
infertilidad. E stas bacterias se multiplican abundantemente en los cotiledones y el corion
placentarios, donde ¢ ausan | esiones en | a par ed del érgano provocando endom etriosis
ulcerosa en los espacios intercotiledonarios y destruccion de las vellosidades, que causan
la muerte y la expulsion del feto (Diaz Aparicio 2013).

1.3.1 Brucelosis bovina (BB).

Es c ausada principalmente por la bac teria Brucella abortus, el ganado bov ino puede
infectarse transitoriamente por los biovares 1y 3 de B. suis y mas comunmente por B.
melitensis. El principal sintoma en vacas prefiadas es el aborto, la produccién de leche se
reduce en un 25 % en | as vacas infectadas, la brucelosis provoca que nazcan terneros
débiles, e i nfertilidad en v acasy toros en los que causa o rquitis que s e as ocia con
vesiculitis seminal y epididimitis (Acha y Zsyfres, 2001).

A nivel mundial, |a brucelosis causa un i mpacto econdmico ne gativo que no s olamente

afecta la produccion animal, también repercute en la salud publica humana, debido al



costo del tratamiento y la pérdida de productividad. En Latinoamérica, se estima que las
pérdidas anual es debi doa BB son de apr oximadamente 600 m illones y aunqg uel os
programas de e rradicacion de brucelosis requieren de una fuerte inversion por parte de
los g obiernos, elc osto es menor q ue las pér didas econdmicas causadas por la
enfermedad; en EUA el programa nacional de erradicacion de BB aplicado entre 1934 y
1997 t uvo un c osto de 3. 5 bi llones de dol ares, m ientras | os ¢ ostos asociados al a
produccion reducida de leche y abortos solo en el afio 1952 fueron de 400 millones (Acha
y Zsyfres, 2001, Seleem et al., 2010).

1.3.2 Brucella abortus

B. abortus infecta a una variedad de ganado de interés comercial como bovino, cerdos,
ovejasy cabras o animales de fauna silvestre como bufalos, alce y diferentes tipos de
camélidos (Diaz Aparicio 2013)

La i nfeccion i nicia en e | tracto gastrointestinal, pos teriormente | a b acteria al canza | os
nodulos linfaticos locales donde se replica dentro de macrofagos. Después se produce la
bacteremia que favorece la colonizacion del utero gravido, érganos genitales masculinos y
glandula mamaria (Carvalho et al., 2010)

B. abortus tiene un alto tropismo hacia el utero durante el ultimo trimestre de gestacion y
esto se debe a la alta concentracion de eritritol y hormonas esteroidales, el eritritol es una
fuente de carbonoy energia que puede s er metabolizada por |a bacteria (Samartino y
Enright, 1996 ). La multiplicacion de Brucella spp inducel ai nfiltracion de ¢ élulas
inflamatorias, necrosis trofoblastica vasculitis y ulceracién, estos eventos afectan el
intercambio m etabdlico materno fetal resultando en aborto (Anderson etal., 1986). Las
principales fuentes de i nfeccion son; fetos abortados, membranas fetales y secreciones
uterinas, la leche contaminada también c ontiene bacterias y el semen contaminado e s
una fuente potencial de infeccion.

Un paso crucial en la patogénesis de B. abortus es la capacidad de sobrevivir en células
fagociticas y no fagociticas. La bacteria opsonizada se interna en los fagocitos a través de
receptores de complemento o Fc, mientras que los organismos no opsonizados invaden
mediante |a interaccion con receptores de | ectina y fibronectina (Campbell et al., 1994).
Las bacterias fagocitadas por opsonizacién usualmente mueren en el macréfago activado
dentro del fagolisosoma ant es de q ue al cancen s itios der eplicacioni ntracelular,
contrariamente los organismos no opsonizados tiene mas posibilidades de sobrevivir y

replicar (Gorvel y Moreno 2002). Las cepas atenuadas se adhieren e invaden las células



huésped p ero no s obreviven intracelularmente (Pizarro-Cerda et al., 2000, Gorvely
Moreno 2002). Mas adelante se presenta un esquema comparativo del trafico intracelular
entre cepas virulentas y atenuadas de B. abortus.
1.4 Respuesta inmune contra Brucella

Las bacterias del g énero Brucella se reconocen c omo bac terias i ntracelulares,
para resolver la infeccion se necesita la participacion de la respuesta inmune inespecifica
o innata y especifica o adaptativa, asi como la interaccion coordinada entre las respuestas
celular y humoral especifica de antigeno.
1.4.1 Inmunidad innata

En las primeras etapas de infeccion por Brucella spp, la respuesta innata ayuda a
reducir significativamente el numero de bacterias induciendo una respuesta Th1
especifica (Zhan et al., 1993). Los macrofagos, neutrdfilos, células Natural Killer (NK) y el
complemento participan en esta fase.
1.4.1.1 Células presentadoras de antigeno

La primera linea de def ensa es ta c onstituida por | as c élulas presentadoras de
antigeno (CPA), que incluyen macréfagos y células dendriticas que se activan después de
interaccionar con la bacteria. Las CPA reconocen a la bacteria mediante receptores
celulares de reconocimiento de patrones (PRR por sus siglas en inglés) de los cuales los
mas estudiados son los receptores de tipo Toll (TLR’s por sus siglas en inglés) (Medzhitov
y Janeway, 1997) que reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’S
por sus siglas en inglés), que se encuentran en | a pared celular bacterianay el LPS. Se
ha postulado que dentrode | os TLR’s, el TLR9 es el receptor con la participacion mas
importante dur ante | a i nfeccion por Brucella spp (Gomes etal., 2012). Después del
reconocimiento la bac teria es internalizada y las C PA s e activan por transduccion de
sefales que induce la produccion de c itocinas proinflamatorias TNF-a IL-13 e IL-6 que
activanaunm as al as C PA, | a bac teria es eliminada y la f uncién b actericida de | os
macrofagos se centra en las especies reactivas de ox igeno y nitrogeno (Oliveira et al.,
2002).
1.4.1.2 Neutréfilos

Esas c élulas t ambién participanen| as et apast empranas dei nfeccion, s in
embargo después de ingerida, la bacteria es capaz de neutralizar la accidn bactericida por

ello el neutrdfilo se considera es de baja eficiencia contra Brucella spp e incluso propicia



la diseminacion de la bacteria a otros érganos desarrollando una infeccion persistente
(Rivers et al., 2006)
1.4.1.3 Células Natural Killer

B. abortus activa a las células NK mediante la IL-12 producida por las CPA, la IL-
12 induce a q ue las células N K pr oduzcan | NF-y que ay uda a potenciar s u ac tividad
bactericida y a que se establezca una respuesta de tipo Th1 (Golding et al., 2001).

1.4.2 Respuesta inmune especifica

Esta respuesta se desarrolla después de | a activacion de la CPA, los elementos
que participan en la respuesta especifica se dividen en humorales y celulares.
1.4.2.1 Inmunidad celular

Esta es la principal linea de defensa en la infeccion por Brucella spp, los Ac que
se producen contra diferentes antigenos pueden otorgar alguna proteccion en las etapas
iniciales de la infeccion, sin embargo dado que la bacteria es intracelular la fase
bactericida c oincide c on el i nicio de lai nmunidad m ediada por c élulas. El pr incipal
activador de los macrofagos es el IFN-y secretado por los LT CD4+ y CD8+ (Jiang vy
Baldwin, 1993).

Después de quel abac teriaes el iminadad entrodel a C PA los ant igenos
bacterianos se procesan en péptidos que se asocian con moléculas del complejo mayor
de hi stocompatibilidad (MHC) clase | y |1, s obre la s uperficie de | as c élulas C PA que
migraran desde la periferia hasta los 6érganos linfoides donde estimularan a las células T
mediante la interaccidn entre diversas moléculas; por ejemplo el receptor de la célula T
(TCR) con los c omplejos MHC-péptido, CD28 de | ascélulas T con B7.1y B7.2en
monocitos humanos, ademas B. abortus también estimula la expresion de ICAM-1 en los
monocitos facilitando la adherencia entre CPAy células T (Zaitseva et al. 1996). Estas
interacciones proveen las senales requeridas para la activacion de las células T
especificas de antigeno

Las células T consiste principalmente de dos poblaciones, las células T
ayudadoras (Th) CD4+, y las células T citotoxicas (Tc) CD8+. En experimentos con
ratones deficientes en TCD4+ y TCD8+, se demostrd que en | os ratones deficientes en
CD8+, | a i nfeccion s e exacerbd, en ¢ ontraste c on | os def icientes en C D4+ donde | a

infeccién se pudo resolver (Oliveira y Splitter, 1995). De este modo se establecioé que las



células T citotéxicas son criticas para alcanzar proteccién contra B. abortus, no as ilas
células T ayudadoras

Los TCR corresponden a un heterodimero compuesto de cadenas ao/f o v/6. Los
receptores o/ se asocian a la molécula co-receptora CD4 o C D8. Las células a/p se
expanden clonalmente en r espuesta a una infeccién o a la vacunaciéon. Aun no se ha
establecido el papel de los linfocitos y/3, los bovinos poseen aproximadamente un 50% de
esta poblacion y también producen IFN-y y TNF-a (Wyckoff, 2002).

Las células CD4+y CD8+ reconocen antigenos presentados por las CPAs. Las
células CD4+ reconocen antigenos en contexto de moléculas MHC Il, y las células CD8+
en contexto MHC I. En el caso de Brucella, ambas poblaciones celulares son estimuladas
dado que los antigenos son presentados por las dos vias de presentacion. Esto se debe a
que un porcentaje de las bacterias internalizadas, una vez fagocitadas, son capaces de re
direccionarse al trafico i ntracelular y replicar en c ompartimentos de rivados del reticulo
endoplasmico (RE) (Wyckoff, 2002).

B. abortus también induce que la células T citotoxicas CD8+ produzcan IFN-y, asi
se diferencian en células Tc1 de memoria y matan a células infectadas que expresan los
complejos MHC |-péptido (Golding et al., 2001).
1.4.2.2 Inmunidad humoral
1.4.2.2.1 Anticuerpos

Los Ac contra Brucella spp se producen desde los primeros dias de la infeccion y
permanecen en el suero durante afos. La naturaleza intracelular de Brucella impide que
los Ac controlen la infeccidn, sin embargo colaboran con otros elementos de la respuesta
inmune para eliminar a la bacteria. Estos Ac se dirigen contra los antigenos superficiales
de Brucella, especialmente el LPS y su deteccion es util en el diagndstico de la infeccion y
en el control de la enfermedad (Nicoletti, 2010).

Las células T estimulan a | as células B mediante |a interaccién entre moléculas
como el ligando CD40L en la célula T con CDA40, las citosinas liberadas ayudan al cambio
de isotipo de IgM a IgG, Las células Th ayudan a que las células B produzcan Ac, la clase
de Ac producidos dependen del tipo de citocina secretada. El IFN-y induce a un encendido
genético donde predomina la IgG2a, mientras la IL-4, promueve el encendido hacia la

IgG1 e IgE. (Golding et al., 2001). ElI LPS de Brucella spp es un prototipico antigeno
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independiente de células T, dado que puede activar a las células B para producir los Ac
IgG3 e IgM sin la ayuda de las células Th (Betts et al., 1993).
Los Ac tienen | a c apacidad de ops onizar, ac tivar el ¢ omplemento p aram atara las
bacterias, a glutinar ba cterias pa ra su el iminacién, m ediar | a c¢ itotoxicidad ¢ elular
dependiente de Ac (ADCC, por sus siglas eninglés)y unirse a receptores bacterianos
evitando la adherencia de las bacterias a las células hospedadoras.
1.4.2.2.2 Citocinas

Las citocinas clave para el control de la infeccion con Brucella spp son el IFN-y, IL-
12 y TNF-a y el balance de citoquinas producidas por las células T. Las células B y los
macrofagos secretan IL-12 que funciona como un pivote que induce a la inmunidad
especifica de ant igeno en una r espuesta de tipo Th1 (Jiang y Baldwin 1993). La IL-12
induce a que las células T s e diferencian de células virgenes (ThOQ) a c élulas efectoras y
de memoria que secretan diferentes patrones de citocinas. Asi, las células Th1 y Tc1
secretan principalmente IFN-y, mientras las Th2 y Tc2 secretan principalmente IL-4 e IL-5
(Zhany C heers, 1995). IFN-y es | a principal citosina efectora pa ral a ac tivacion de
macrdéfagos y la actividad citotdxica de los linfocitos T, ambas células son esenciales para
la i nhibicién de pat 6genos microbianos intracelulares. Existen evidencias q ue s ugieren
que la produccion de IFN-y previene que Brucella spp se establezca en su nicho, pero una
vez que el brucelosoma se ha establecido esta citocina no pr oduce ningun efectoen | a
limitacion del numero de bacterias (Baldwin y Goenka, 2006).

El TNF-a contribuye a la resistencia contra la infeccion por B. abortus, se ha visto
que la deplecion de esta citocina con Ac, exacerba la infecciéon con B. abortus S19 en el
modelo de ratén (Zhan et al., 1996)
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Capitulo 2
El virus de la Rabia
Es un miembro del orden de los Mononegavirales, de la familia Rhabdoviridae, del género
Lyssavirus. Es un virus de ARN lineal de cadena sencilla, no segmentado, de polaridad
negativa, envuelto que tiene una forma ojival truncada (bala) y mide 180 nm de largo por
75 nm de anc ho (Fig. 2). El virus obtiene la envoltura que por gemacion através de |l a
membrana plasmatica de la célula hospedera. Su genoma (Fig. 3) mide aproximadamente
12 Kb y comprende cinco genes que ordenados de 3’-5 codifican para las siguientes
proteinas v irales: | a nu cleoproteina ( N), | a fosfoproteina ( P), | a pr oteina m atriz ( M),
glicoproteina G (gpG) y la RNA polimerasa viral (L), entre el gen Gy L se encuentra una
region no codificante que originalmente se consider6 un ps eudogen que se denomind WV,

de longitud variable entre los distintos genotipos (Marston et al., 2007).

Proteina de
ﬁ Matriz

Fosfoproteina P
Polimerasa L

Nucleoproteinas

Figura 2. Estructura del virus de la rabia. Tomado de Aréchiga 2010, tesis de doctorado.
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Figura 3. Genoma del virus de la rabia. Tomado de Aréchiga 2010, tesis de doctorado.
Segun el Comité | nternacional de T axonomia Viral (ICTV por sus siglas eni nglés), el
género Lyssavirus incluye 13 especies que se clasifican en 3 Filogrupos, 7 genotipos y 4
serotipos de acuerdo con la secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de la proteina N,

y la secuencia nucleotidica de la gpG (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de las especies virales del Género Lyssavirus
Filogrupo Genotipo Serotipo | Especie (Abreviatura segun ICTV)
| 1 1 Virus Rabia (RABV)
4 4 Virus Duvenhage (DUVV)
5 ? Virus del murciélago europeo tipo | EBLV-1
6 ? Virus del murciélago europeo tipo Il EBLV-2
7 ? Virus del murciélago Australiano (ABLV)
? ? Virus Aravan (ARAV)
? ? Virus Khujand (KHUV)
? ? Virus Irkut (IRKV)
Il 2 3 Virus del murciélago de Lagos (LBV)
3 2 Virus Mokola (MOKV)
? ? Virus del murciélago Shimoni (SHIBV)
1 ? ? Virus del murciélago caucasico del oeste
(weBv)
? ? Lyssavirus lkoma (IKOV)
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Informacion recopilada de | CTV; http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp. Hace tres afios

en E spafia s e des cribio el virus LI eida, un n uevo | yssavirus ¢ ercano al filogrupo | Il
(Aréchiga et al 2013).

Existe una al ta neutralizacién s erolégica entre miembros de un Filogrupo, sin e mbargo
entre los Filogrupos la neutralizaciéon es muy limitada. EI genotipo 1 o v irus de la rabia
clasico es el mas distribuido en el mundo y es el unico detectado en América, es muy
importante desde el punto de v ista epidemiolégico debido a s u asociacion con un g ran
numero de ¢ asos de r abiatanto enel serhumanocomo en ani males dom ésticos y
silvestre; los otros genotipos tienen una distribucién geografica mas local y el espectro de
las es pecies q ue a fectan es m as r estringido, aunque al gunos de el los han m ostrado
reactividad inmunolégica cruzada con el virus de rabia son suficientemente diferentes por
lo que se clasifican como virus “relacionados con rabia” (Rupprecht y Plotkin 2013).

2.1 Ciclo de Replicacién del virus de Rabia

Estecicloseilustraen la Figura 4. Unavezque el virus penetraen el hués ped, se
adsorbe a las células musculares o nerviosas mediante trimeros de glicoproteina que se
unen a receptores celulares (paso 1), posteriormente es endocitado (paso 2). Al disminuir
el pH del endosoma se induce un c ambio conformacional en | a glicoproteina viral, que
conduce a la fusidon de |a envoltura viral con la bicapa lipidica del endosoma liberandose
la nucleocapside en el citosol (pasos 3 y 4). Antes de iniciar la replicacién del RNA viral
(paso 5) oc urre | at ranscripcion del g enoma (paso 6) . La glicoproteina del viruss e
sintetiza s obre | os r ibosomas ados ados al r eticulo endopl asmico ( paso 7) , | uego es
transportada hacia el aparato de Golgi donde es modificada (paso 8). La g licoproteina
madura es transportada por v esiculas hac ial a m embrana pl asmaticade| ac élula
huésped, con la que se fusiona (paso 9). Por otro lado, se sintetizan las proteinas de la
matrizy de | a nucleocapside ( paso 10), se ensamblan (paso 11) y se asociancon la
membrana plasmatica que contiene las glicoproteinas transmembranales (paso 12).
Finalmente, | a m embrana pl asmatica s e pl iega al rededor de | a nuc leocapside y | os

viriones son liberados por gemacion (paso 13).
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Figura. 4 Ciclo de replicacién del virus de rabia. Tomado de Aréchiga 2010, tesis de

doctorado.

2.2 Aspectos moleculares de las proteinas del virus rabico

El g enoma de A RN queda "encapsidado" y pr otegido por | a proteina N formando e |
complejo ribonucleoproteina ( RNP) de e structura hel icoidal, R NP es el molde parala
polimerasa viral que esta formada por las proteinas L (de large en inglés) y P, juntas
forman el ¢ omplejo ne cesario par a t ranscribiry r eplicar el g enoma, L es una R NA-
polimerasa RNA-dependiente enzimaticamente activa, mientras P es el cofactor de L. Las
proteinas P y L s e asocian con la RNP helicoidal, durante la salida del virus las RNP’s
quedan cubiertas por una envoltura formada por la membrana celular que contiene una
capadel apr oteina Menl| ac arac itoplasmicadel a membrana,y es piculas
transmembranales de la proteina G (Albertini et al., 2008).

2.3 Laglicoproteina G

2.3.1 Estructura
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La gpG del virus de rabia es |a m as e studiada de | as pr oteinas r abicas. La p roteina
madura tiene un peso de 65-67 Kd, se asocia en trimeros para formar las espiculas que
se proyectan sobre la superficie viral, se estima que en cada envoltura existen 600
espiculas que corresponden a 1800 mondmeros asociados en trimeros (Montano y Mata;
1996). Después de la traduccion del ARNm, el polipéptido resultante (Fig. 5) contiene de
522 a 524 aa, en el extremo N-terminal los primeros 19 aa son hidrofébicos y representan
un péptido sefial que p osteriormente es removido de | a estructura proteica. La p roteina
madura estd compuesta de 504 a 505 aa dependiendo de la cepa, y contiene tres
dominios que del extremo amino al extremo carboxilo s on: ectodominio de 438 aa, un
dominio transmembranal de 22 aa y un dominio citoplasmico de 44 aa. EI ectodominio
contiene | os s itios f uncionales r elacionados ¢ on | a pat ogenia, i nmunogenicidad y

glicosilacion, el dom inio t ransmembranal c ontiene aa hi drofébicosy sirve paraquela
proteina s e mantenga anclada a | a env oltura, finalmente el dominio citoplasmatico e s
hidrofilico e interactua fuertemente con la proteina M de la nucleocapside viral (Rupprecht
y Plotkin, 2013, Ross et al., 2008).

2.3.2 Inmunogenicidad

La gpG del virus de rabia induce la produccién de anticuerpos antirrabicos neutralizantes
(AAN) que impiden la infeccién in vitro y protegen contra la infeccién experimental (Cox et
al., 1977). La inmunogenicidad de la gpG depende de |a secuencia primaria de aa, de la
conformacion t ridimensional de s u es tructura secundariay t erciaria, y finalmente de

modificaciones pos t traduccionales ¢ omo | a glicosilacién de r esiduos. M ediante Ac
monoclonales se ha definido la conformacion antigénica de la gpG, asi se han reconocido
dos sitios antigénicos principales: el sitio antigénico |l es discontinuo y esta formado por
los segmentos de | os residuos de am inoacidos 34-42 y 198-200 que se unen m ediante
puentes disulfuro y logran el plegamiento entre las dos regiones (Prehaud et al., 1988).
Por otro lado el sitio antigénico lll, es continuo y se localiza entre los aminoacidos 330 y
338, se reconoce como el principal det erminante de pat ogenicidad (Dietzschold et al .,
1983; Seif et al., 1985). Cercano al sitio antigénico lll y separado por tres aa se encuentra
un epi tope f ormado por | os aa 342 -343, s e i dentificacomo el sitiomenoray no se
traslapa con el sitio |1l (Benmansour et al., 1991). La gpG poseé de dos a c uatro sitios
potenciales de glicosilacion det ipo N -acetilgalactosamina; as paragina-X-treonina o

asparagina-X-serina, que son importantes para el plegamiento de la proteina. (Montano y
Mata; 1996, Ross et al., 2008).
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Figura 5. Estructura de la glicoproteina del virus de la rabia. En la imagen superior se
representa su posible conformacién como homotrimero y en laimagen inferior se muestra la
representacion lineal con sus dominios Il y lll y sitios antigénicos a b y c. PS: péptido sefial,
ED: ectodominio, TM: dominio transmembranal, IC: dominio intracitoplasmico, NH2 extremo
amino, COOH extremo carboxilo; SS puentes disulfuro. Tomado de Aréchiga, 2010, tesis de
doctorado.

2.3.3 Papel de la gpG en la patogenicidad viral

La gpG es la unica proteina viral expuesta y tiene un papel multifuncional; participa
en la patogenicidad viral, en | a invasién del virus al sistema nervioso central (SNC), se
reconoce ¢ omo el principal ant igeno del v irusy t ambién c omoligandoviraly aq ue
reconoce especificamente a los receptores celulares.

En la neuropatogenicidad, la gpG se une a receptores como; el receptor nicotinico
de acetilcolina, (NAChR) (Lentz et al., 1984; Gastka et al., 1996; Castellanos et al., 1997),
el receptor de neurotrofinas p’®> (NTRp”°®) (Tuffereau et al., 1998) y moléculas de adhesién
neuronal (NCAM (CD56)) (Thoulouze et al., 1998). Células no-neuronales de di ferentes
especies también han sido infectadas in vitro, demostrando que pueden existir receptores
ubicuos (Reagan y Wunner, 1985). Existe una fuerte homologia entre la secuencia del asa
téxica de la neurotoxina del veneno de serpiente y la gpG rabica, donde la mayor similitud
se encuentra entre los aa de la neurotoxina que se unen a NAChR, con los residuos 189-
200 de | a proteina viral (Lentz et al., 1984). Después de r econocer al receptor la gpG

presenta modificaciones estructurales dependientes del pH que promueven la entrada del
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virus a la célula y la fusion de membranas (Albertini et al., 2012). La integridad de la gpG
también s e r equiere du rante | a | iberacién c elular del v irus, mutantes truncadas en el
dominio c itoplasmatico o c arentes de él, p resentan un e fecto de a tenuaciony a q ue
disminuyen sus titulos de infectividad, esto se asocia con una deficiencia en la produccion
del virus mas que con el reconocimiento del receptor (Mebatsion et al., 1999)

Otro factor i mportante en | a pat ogenicidad v iral es | a c apacidad de inhibirla
apoptosis, es te evento es el principal m ecanismo de daino m ediado por la gpG,ys e
asocia con el grado de atenuacion de la cepa. En células neuronales infectadas con
diferentes cepas del virus rabico que sobre expresan la glicoproteina, se increment6 la
induccién de apopt osis c onr especto al as n euronas i nfectadas c on c epas de b aja
expresion de gpG y se comportaron como cepas atenuadas en el ratén después de la
administracion periférica (Faber et al., 2002). Estas evidencias sugieren que la expresion
controlada de la gpG tiene una funcién de soporte para promover la propagacion del virus,
una ex presion m enor de gpG ayuda a e vadir |l a ac tivacion de | ar espuesta i nmune
fuertemente des encadenada por |a apo ptosis, puesto que |a destruccion de | as células
primariamente i nfectadas o de | os m ecanismos de t ransporte ax onal d el virus pueden
reducir el acceso del virus al SNC previniendo la infeccion.

El t ransporte ax onal r etrogrado es clave para lallegadadel virusa SNC durantela
infeccién natural. Se ha demostrado que vectores retrovirales pseudotipados con proteina
G r abicar ealizan t ransporte ax onal des pués de s er adm inistrados v ia per iférica
(Mazarakis et al., 2001), estableciendo ent onces q uela s ola presenciade G enl a
envoltura confiere neurotropismo.

2.4 Respuesta inmune contra el virus de rabia

Durante el curso de la infeccién, el virus de rabia (VR) enfrentara la respuesta inmune en
dos momentos importantes, cuando es inoculado en |la periferia después de la mordedura
y en el Sistema Nervioso (SN) durante la propagacion del virus por el transporte axonal.
2.4.1 Inmunidad innata

Los mecanismos de defensa innatos son capaces de det ectar |a presencia del VR en el
ambiente extracelular mediante receptores como los TLR tanto en la periferia como en el
SN, en | a per iferia por ejemplo | os receptores TLR2y 4 c umplen con es ta f uncion;
mientras en S N1 as n euronas ¢ entrales ex presan TLR 1 -4y | os pl exos ner viosos
periféricos expresan T LR4. Otros receptores de reconocimiento de patrones como | os

RLRs s e expresan en el citoplasma o bien en vesiculas endosomales, como el TLR-3,

18



TLR 7-9 y TLR-13 (Lafon 2008). El TLR-3 detecta RNAds con una longitud mayor a 40-50
pb (Liu et al., 2008), mientras los RLRs detectan los ARN’s virales en citoplasma que
contienen un t rifosfato en el extremo 5 (Hornung et al.,, 2006). La accién de es tos
receptores dirige la produccion de q uimiocinas, citocinas i nflamatorias y moléculas con
actividad antiviral como los interferones

2.4.2 Inmunidad especifica

La r espuesta i nmune e specifica c ontra un pat 6geno s e des encadena en | os ér ganos
linfoides como nédulos o bazo y ocurre en | a periferia aun c uando se trate de un v irus
neurotrépico. S ehav isto que no ex iste di ferencia ent re | asr espuestas i nmunes
adaptadas (respuesta de células T CD8+, CD4+ y AAN) inducidas en ratones inyectados
con cepas virulentas o con cepas menos patogénicas (Roy y Hooper, 2007). Ademas esta
respuesta se induce de spués que el virus ha ent rado al SN, o que explica porque | os
pacientes que mueren de rabia presentan AAN en suero (Hunter et al., 2010)

2.5 Mecanismos de evasion inmunolégica del VR

La respuesta inflamatoria inducida por el VR es transitoria, el virus puede evadir esta
respuesta por varios mecanismos:

1) r educe | a ent rada d e | eucocitos mononucleares y m acrofagos al SN al m antener
impermeable la BHE, cepas no pat 6genas favorecen una apertura transitoria de BHE, lo
qgue no ocurre con cepas patogenas (Phares et al., 2006; Roy y Hooper, 2007).

2) induce en el SN la expresion de moléculas anti-infamatorias como los receptores 1y 2
de TNF (Chopy et al., 2011), asi como de los supresores de s efalizaciéon de c itocinas,
(Nuovo et al., 2004).

3) dispara | a ex presion de moléculas que ejercen un efecto que limita la inflamacién
tisular como HLA-G y B7-H1. B7-H1 reduce la expresiéon de moléculas pro-inflamatorias
comoiNosy T NF-a (Phares et al., 2010), por ot ro lado H LA-G dirige el bal ance de
citocinas hacia un patron TH2 promoviendo la secrecion de IL-4, IL-3 y IL-10 y reduciendo
la produccién de IFN-y y TNF-a (Carosella, et al., 2001).

4) bloquea puntos de la ruta de expresion de IFN, la proteina N limita la cascada de
sefnalizacion bloqueando los RLRs (Masatani et al., 2010), mientras la proteina P inhibe la
fosforilacion de los factores reguladores de IFN 3 y 7 (Rieder et al., 2011).

2.5.1 El VR provoca la muerte de células migratorias e impide su accion en el SN
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Una vez activados en la periferia, las células T, By los macrofagos expresan moléculas
de adhesion y son capaces de ent rar al SN, sin em bargo des pués de poc os dias, los
cerebros infectados con una cepa encefalitica mostraron aumento de células apoptéticas
T migratorias CD3+ (Baloul y Lafon, 2003). Estudios in vitro e in vivo han mostrado que en
neuronas infectadas por el VR se sobre expresan moléculas inmunosubersivas como B7-
H1, Fas-L y HLA-A aumentando la muerte de células T activadas. (Lafon, et al., 2008).
Por otra parte la entrada de células B al SN asi como la secrecion local de AAN ayudan a
resolver la infeccion por una cepa atenuada (Hooper et al., 2009), sin embargo durante la
infeccion por una ¢ epa enc efalitica | as c élulas B en el cerebro s on c asi i ndetectables
(Kojima et al.,, 2010), sugiriendo que una en trada r estringida o bi en la des truccionde
células B m igratorias c ontribuyen a | a virulencia de V R. C on t odos e stos es tudios s e
observa entre mas patégena sea la cepa de VR, mas débil es la respuesta inflamatoria
desencadenada.
De esta forma se preserva no solamente la integridad de la red neuronal sino la vida del
huésped ayudando al virus a alcanzar el tallo cerebral y las glandulas salivales antes de la
muerte del huésped. Ademas de los mecanismos de evasion citados, el VR también se
beneficia del efecto inmunosupresor que se deriva de un reflejo neuronal controlado por el
SNC como respuesta al exceso de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-13 o IL-6 en la
periferia (Johnston y Webster, 2009).
2.6 Larabia

La r abia es una enc efalomielitis v iral c ontagiosa q ue a fecta a | as es pecies de
mamiferos, se considera un pr oblema de s alud en t odo el mundo. E| virus de r abia se
transmite pr incipalmente por m ordedurao | amedura de un ani mal i nfectado,
esporadicamente también por i nhalacién del v irus en aer osoles (Gibbons, 2002) .
Excepcionalmente se puede propagar de persona a persona por medio del trasplante de
organos (Rupprecht y Plotkin, 2013).
El virus entra cuando fluidos como | a s aliva g ue | o c ontiene ent ran en ¢ ontacto c on
soluciones de ¢ ontinuidad ( cortadas, r asgufios o her idas), c uando al canza | os t gjidos
periféricos tiene un primer periodo de replicacién hasta que alcanza los ganglios espinales
periféricos en | a unidn del nervio con el musculo o el nervio con el tenddén, desde ahi
realiza el transporte axonal dirigiéndose al SNC por diseminacién centripeta a razén de 8
a 20 mm/ dia en los roedores (Rupprecht y Plotkin 2013) y en humanos, a una velocidad

de 50—100mm/ dia (Tsiang et al., 1991), hasta que alcanza la medula espinal y Ilega a
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cerebro, entonces tiene un s egundo periodo d e replicacion para des pués transportarse
por via centrifuga hacia los tejidos periféricos como la cornea, glandulas salivales médula
suprarrenal, rifidon, pulmoén, higado, musculo esquelético, piel y corazéon (Hemachudha et
al., 2002).

El sindrome rabioso en humanos consiste de | os siguientes estados: periodo de
incubacién, prodrémico, fase neuroldgica aguda, comay muerte 0 en casos muy raros
recuperacion, estos periodos pueden traslaparse, se ha reportado que el periodo de
incubacién en humanos puede ser tan corto como 5-6 dias o tan largo como de mas de 6
afios (Hemachudha et al., 2002, Smith et al., 1991), pero en promedio varia de 20 a 60
dias, los sintomas duran de 5 a 10 dias y aparecen mas rapidamente entre mas cercano
esté el sitio de i noculacion del virus con la cabeza. Durante el periodo de incubacién no
hay s intomas ni modo de di agndstico, pos teriormente aparecen los signos prodromicos
con fatiga, anorexia dolor de cabeza y fiebre. Cuando el virus se encuentra ya en SNC el
paciente pr esenta c ontracciones es pasticasdet ipo respiratorio, puede hab er
contracciones, vomito, irritabilidad al tacto ala luz y al sonido. En este momento la rabia
se puede presentar en dos formas clinicas: la rabia furiosa y la rabia paralitica. En la rabia
furiosa s e pr esentan| oss intomas m as s everos, ¢ on per iodos de ex citabilidad,
alucinaciones visuales vy olfatorias, crisis convulsivas y el paciente en t odo momento es
consciente de s u gravedad, |as contracciones pueden llevar a par o respiratorio coma y
muerte. E sta forma de rabia es us ualmente transmitida por mordedura de per ro. E |
sintoma clasico de hidrofobia no se presenta en todos los enfermos con rabia, se refiere a
contracciones del a faringey |al aringe des encadenadas por | ai ngesta de | iquidos
produciendo un dolor profundo que el paciente desarrolla un miedo tan grande al recordar
dicho dolor que la sola mencién del liquido o verlo causa una aversion incontrolada. La
rabia paralitica o rabia tranquila, es frecuente en los casos transmitidos por murciélago, su
duracién es mas larga y no se presentan convulsiones pero si contracciones musculares,
estupor y paralisis flacida. (Rupprecht y Plotkin, 2013)

2.6.1 Reservorios

El origen de los Lyssavirus, incluido el virus de |a rabia son los quiropteros, estos
son los reservorios originales. Por medio del fendmeno denominado en inglés “Spillover” o
derrame | os q uirépteros pueden ¢ ontaminar a m amiferos t errestres. C uando el virus
circula por g eneraciones en una s ola es pecie s ucede el fendmeno queeni nglésse

denomina “Host switching” o cambio de huésped, entonces el perro, el zorro, mapache o
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zorrillo que fueron contaminadas por el quirdptero se convierten a su vez en reservorios
(Badrane y Tordo, 2001). EI humano, y especies como bovinos, cerdos, ovejas, cabras y
caballos, son huéspedes incidentales y debido a sus habitos de alimentacion no trasmiten
activamente el virus, solo |o pueden t ransmitir pasivamente y son siempre fondos saco
epidemiolégicos (Loza y Aguilar 1998). Durante un es tudio realizado en | a zona de | as
Américas de 1993 -2002 s e encontré que el perro fue el principal transmisor de rabia
humana s eguido del m urciélago he matéfago (Belotto et al., 2005), por otro | ado es te
quiréptero e s el pr incipal transmisor del v irus a di ferentes es pecies de importancia

ganadera (Lee et al., 2012).

2.6.2 Rabia paralitica bovina (RPB)

En los bovinos, al rabia se manifiesta con alteraciones de | a conducta como un
rabia furiosa, el animal puede embestir a otros bovinos, se aleja del hato, hay ansiedad,
se muestra atemorizado, no toma agua (hidrofobia), también se presentan taquicardia,
hay dificultad para deglutir la saliva, por lo que el animal babea abundantemente,
disminuye la produccién lactea, se exacerba la conducta sexual (ninfomania), se esconde
en lugares oscuros (fotofobia), posteriormente se desarrolla una fase paralitica que inicia
en las extremidades posteriores, adopta una postura parecida a un perro sentado (ganado
derrengado) y evoluciona hasta quedar en decubito lateral, en ocasiones hay pataleo,
como si estuviera corriendo y muere por la paralisis de los musculos respiratorios (Batalla
y Flores-Crespo, 1998).

La RPB es un pr oblema de s alud animal de at encién prioritaria por las pérdidas
econdmicas que causa en la ganaderia, se ha estimado que la mortalidad anual causada
por RPB, es cercana al as 50,000 cabezas de ganado, lo que sumado a | as perdidas
indirectas de ¢ arney | eche y |a de valuacion de pieles por m ordeduras de v ampiros,
significaria una pérdida anual superior a los US $ 44 millones (Acha y Szifres, 2003). Un
estudio presentado en 2007 por el S ervicio N acional de S anidad I nocuidad y C alidad
Agroalimentaria (SENASICA) de México, mostré que durante los afios de 2001 a 2006 s e
present6 un p romedio de 843 ¢ asos de m uerte por RPB por afio, lo cual se reflejé en
pérdidas econdémicas directas por mas de 4 000,000 millones de pesos en promedio/afio,
todo esto en zonas endémicas.

2.6.3 El murciélago hematéfago y su relacién con RPB
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El Desmodus rotundus o murciélago hematéfago comunmente conocido como
vampiro, es el principal mamifero volador transmisor de rabia, es endémico de las zonas
tropicales o subtropicales de América Latina, se distribuye desde el norte de México hasta
la zona central de A rgentinay en T rinidad y Tobago, el habitat adec uado par a es te
quiroptero es un ambiente humedo, obscuro, en temperaturas nunca menores a 15°Cy a
menos de 2000 metros sobre el nivel del mar. El vampiro se alimenta de la sangre de
animales de pas toreo, de m odo que las colonias de vampiros se establecen en c uevas
cercanas a | as zonas de diversos tipos de ganado, por ello, la distribucién del vampiro
coincide con la incidencia de casos de RPB, de modo que el control de las poblaciones de
murciélago ayuda sustancialmente a reducir la incidencia de casos en animales silvestres,
y las pérdidas econémicas en la ganaderia desde México hasta Argentina (Lee et al.,
2012; Jhonson et al., 2014).
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Capitulo 3
Vacunacion contra Rabia y Brucelosis en Ganado bovino

3.1 Cepas vacunales para BB
3.1.1 Cepa RB51

En el Instituto Politécnico de la Universidad de Virginia en E.U.A se obtuvo la cepa
rugosa atenuada B. abortus RB51 a partir de la cepa 2308, a partir de sucesivos pasajes
de la cepa patégena B. abortus 2308 en un medio que contenia rifampicina y ampicilina
(Schurig et al., 1991). La ventaja principal de esta cepa es que no producen Ac contra el
antigeno O del LPS por lo que durante el diagndstico se pueden diferenciar animales
infectados de vacunados. Su utilizacidn como vacuna contra la BB se permitié en Estados
Unidos de N orteamérica desde 1996, asi como en México, Chile, Argentina y Venezuela
en 1997 y, en Costa Rica, Colombia y Paraguay en 1999. (Schurig et al., 2002) Esta cepa
es estable sin embargo, aun existen controversias con respecto a su eficiencia (Moriyén et
al., 2004) y sélo se recomienda en pai ses que tienen baja prevalencia de | a enfermedad
(Nicoletti 2010).
3.1.2 Cepa S19
Fue aislada en 1923 por el Dr. John Buck de la leche de una vaca llamada Matilda que a
pesar de haber s ido i nfectadat uvo t res bec erros s in abor tar, s u at enuacién r esulté
espontaneamente y el 19 es el numero de cultivo inmunogénico menos patdégeno que el
cultivo original (Buck, 1930). Es la cepa vacunal viva de mayor uso contra la BB, todos los
programas que han tenido éxito en el control de BB la han empleado en sus campanias;
confiere entre un 70-80% de pr oteccion c ontra el abortoy 50-60% c ontra | a i nfeccién
frente al des afio c on c epas pat 6genas (Godfroid et al. 2011), ademas los ani males
inmunizados con esta cepa producen Ac del tipo 1gG1, 1gG2b e IgM especificos contra la
cadena O del LP S (Vemulapalli et al., 2000b), porotrol ado es c apaz de ¢ onferir
inmunidad hasta por ocho partos, que es la vida productiva de una v aca. B. abortus S19
es estable, sin embargo presenta algunas desventajas; puede inducir abortos, aunque sea
conuna tasa menoral1% (Moriyon et al., 2004), es pa tégena parael hu manoy
principalmente los Ac por vacunacion hacen dificil diferenciar entre bovinos vacunados e
infectados con cepas silvestres de B. abortus (Shurig et al., 2002).
3.2 Administracién de cepas vacunales para BB en México

En México, lacepa S19 se ha el aborado y utilizado desde 1951; para 1997 s e

autorizé el uso de la cepa RB51, sin embargo la cepa S19 continua siendo la vacuna de
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eleccion en nuestro pais y en otros paises de alta prevalencia. La dosis de la cepa S19 de
B. abortus varia con respecto de la edad de los animales, en hembras de 3 a 6 meses de
edad s e aplicaladosis|lamada clasicay en hem bras mayoresa 6 m esesincluso
gestantes se administra la denominada dosis reducida, En cuanto a | a aplicacién de | a
cepa RB51 en bovinos, la dosis autorizada en los paises donde se utiliza, coincide con la
dosis que se aplica en becerras de 3 a 6 meses con S19, pero se permite aplicar desde
los3 hastalos 12 m eses. Enla Tabla 3 se presenta el es quema de v acunacion para
ambas cepas (NOM-041-Z0O0-1995)

Tabla 3. Dosis de cepas vacunales de B. abortus
aplicadas segun la edad

Cepa Edad Dosis/ Volumen

RB51 Becerra 123X 10" UFC/2 ml
Vaca 1a3X10° UFC/2 ml

S19 Becerra 6a12X 10" UFC/ 5 ml
Vaca 3X10°a3 X 10° UFC/2 ml

En todos | os casos se administran cepas vivas por via subcutanea en el tercio
medio del cuello

3.3 Aspectos moleculares de la cepa Brucella abortus S19.

El defecto genético que permite la atenuacion de esta cepa aun no ha sido definido, en
2008 se presentd la secuencia de s u genoma (Crasta et al.), identificando 24 pos ibles
genes involucrados en | a atenuacion, de | os cuales, cuatro son relevantes; uno c odifica
para una proteina de membrana y esta deletado en la cepa vacunal pero también en
algunas c epas v irulentas por lo que es poco pr obable q ue es té i nvolucrada en la
atenuacion, los otros tres corresponden a proteinas relacionadas con el metabolismo de
eritritol. El operon de eritritol contiene 4 m arcos de lectura para eryA, eryB, eryCy eryD,
en la cepa S19 se observa una delecion de 703 ntd que interrumpe la regién entre eryC y
eryD afectando el extremo C terminal de la proteina eryC y el N-terminal de la proteina
eryD, esto comparado con las cepas 2308, 9-941de B. abortus. E sto complementa | a
informacion previa de que el crecimiento de S 19 se ve inhibido en pr esencia de er itritol
(Sangari et al.,, 1994), sin embargo la delecién en el operén ery no es el unico factor
relacionado c on | a al teracién (Sangari et al., 1998). PorotroladolacepaS19de B.
abortus carece de factores para la sobrevivencia dentro del macréfago. La Figura 6 ilustra

eventos durante el trafico intracelular de la cepa virulenta 2308 y la cepa atenuada S19.
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Figura 6. Modelo comparativo del trafico intracelular entre las cepas B. abortus 2308 y S19
(Modificado de Pizarro-Cerda et al., 2000). La sobrevivencia intracelular de B. abortus
depende de su capacidad para resistir el ambiente acido dentro del fagosoma y de inhibir la
fusién fagosoma-lisosoma. B. abortus entra a la célula mediante un mecanismo dependiente
de LPS, de 5-10 min después de la invasion, ambas cepas interaccionan con los endosomas
tempranos y se encuentran en una vacuola que contiene a Brucella (VCB) que expresa los
marcadores Rab5 y EEA-1, posteriormente la vacuola cambia a un autofagosoma que
presenta los marcadores LAMP-1 y sec61p. En los estados tardios de infeccién la cepa
atenuada S19 es degradada dentro de un autofagosoma maduro que contiene catepsina D,
en contraste; la cepa virulenta 2308 redirige el proceso de maduracién del fagosoma
bloqueando la fusiéon de los lisosomas con los fagosomas que contienen la bacteria y se
mantiene en un compartimento negativo a catepsina D que conserva el marcador sec61p
(Pizarro- Cerdé et al., 1998a), que sirve como marcador del reticulo endoplasmico, la VCB
interacciona entonces con el RE formando un organelo derivado del RE donde la cepa
virulenta puede proliferar (Celli et al., 2003; Pizarro- Cerda et al., 1998a).

3.4 Prevencion de RPB

La vacunacion es la forma mas eficiente para prevenir RPB, con este fin se han utilizado
diversas cepas, en México por ejemplo las primeras vacunas aplicada contenian virus
inactivo producidas en animales de | aboratorio, para 1957 s e introduce | a cepa F lury,
elaborada con virus vivo a partir de pasajes en embrion de pollo, sin embargo en 1965 se

tienen not icias de s u i neficacia par a det ener u n br ote de der riengue, puesto que |l os
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animales no pr odujeron Ac después de s eis meses de v acunacion. En 1967y 1968 s e
prueba una vacuna conteniendo la cepa ERA, producida en cultivos primario de rifién de
cerdo y que mostré ser adecuada para prevenir RPB. P aralelamente a es tos trabajos y
gracias a un proyecto coordinado FAO/INIP, se desarroll6 una vacuna antirrabica a partir
del ai slamientov iral V-319or iginadodev ampiro, este ai slamientos e des igno
posteriormente como cepa Acatlan (Hernandez-Baumgarten, 1972)

Actualmente para la prevenciéon de RPB en México se aplican versiones de virus vivo e
inactivo de | as c epas; ERA, R oxane, S AD, A catlan V -319 q ue es tan c ontenidas e n
vacunas pr oducidas por | aboratorios p rivados, adem as la P roductora N acional de
Biolégicos Veterinarios (Pronabive) dependiente de SAGARPA produce la vacuna Derri A
Plus que contiene la cepa de v irus rabico activo Acatlan V-319; y Derri Plus constituida
por la cepa inactiva del virus Pasteur (PV). Ambas administradas via IM

La NOM-067-Z00-2007, sobre la Campafia nacional para la prevencion y control de | a
rabia en bov inos y es pecies g anaderas i ndica g ue | a v acunacion antirrabica s era
obligatoria en zonas o regiones donde s e tienen plenamente identificada la presencia de
laR PB ( Areas enz éoticas)y en | ugares donde s e pr esenten ¢ asos ¢ linicos y/o
confirmados por laboratorio. Se establece también que el esquema de vacunacién
antirrabica para bovinos y especies ganaderas mayores de un ano, se realizara en el area
endémica der abiay c uando | as ac ciones de C ampafna s e enc uentrenen| a z ona,
mientras que para animales menores a un afio s e aplica una primera dosis al mes de
edad conrefuerzosal ostresy seis meses; entodos|os casoslavacunase aplica
conforme a la via de ad ministracion y dosis indicada por el laboratorio fabricante. Para el
control de un foco de rabia en el ganado bovino y otras especies ganaderas, se deben
aplicar vacunas antirrabicas de t ipo virus activo modificado y/o de t ipo virus inactivado,
ademas de realizar actividades de control del transmisor.

En el caso del ganado, por motivos economicos o de ot ra indole, muchas veces nos e
vacuna cada afo, y en oc asiones se pretende vacunar en el momento en q ue surge el
brote, esta practica resulta poco eficaz pues la vacunacion sélo actia cuando los
animales se han inmunizado previamente y se ha demostrado que la vacunacion en un
animal que incuba el virus patégeno, acelera el desarrollo de la enfermedad (Pastoret et
al., 1997).
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Capitulo 4
Vacunas de ADN

La idea de vacunacion génica surge desde los primeros ensayos que demostraron
que la administracion de ADN recombinante in vitro e in vivo resultaba en la expresion de
la proteina codificada, esta opcion se fortalecié al demostrar la produccion de Ac contra la
hormona de crecimiento humano en ratones vacunados con plasmidos conteniendo el gen
de dicha proteina regulado por distintos promotores eucariéticos (Tang et al., 1992). La
administracion de ADN desnudo mostré su potencial como vacuna gracias a |l os trabajos
de Robinson et al. (1993) y Ulmer et al. (1993) donde se evidencié que la aplicacion de
plasmidos codificantes de la Hemaglutinina del virus Influenza en pollos y ratones
respectivamente, fue capaz de proteger a los animales frente al reto con el virus completo.

Las vacunas de ADN ofrecen diferentes ventajas en comparacion con las vacunas
actuales (Tabla 4).
a) estimulan la respuesta de células T CD8" asociada a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | como ocurre con las vacunas atenuadas; sin manejar al agente
patégeno y eliminando la posibilidad de reversidén, en contraste las vacunas basadas en
proteinas no estimulan este tipo de respuesta.
b) su producciéon y mantenimiento no requiere la cadena fria necesaria para la estabilidad
de las vacunas convencionales.
4.1 Caracteristicas de un plasmido vacunal

Estructuralmente | os pl asmidos v acunales c ontienen r egiones nec esarias par a
realizar s u pr oduccion y | ograr es timular e ficientemente | a respuesta i nmune (Fig. 7).
Estas regiones se encuentran en dos elementos basicos; una unidad transcripcional que
contiene las secuencias necesarias para la expresion optima de la proteina, asi el gen en
cuestion esta controlado por un promotor fuerte generalmente viral; CMV o SV40 son los
mas utilizados y se le incorporan secuencias de poliadenilacion estabilizadoras de ARNm
como la de la hormona de crecimiento bovino (BGH) o SV40. El otro elemento, la unidad
adyuvante contiene regiones como el origen de replicacion, necesario para la propagacion
del plasmido en la bacteria que lo alberga y el gen de seleccidén que ayuda a identificar las
bacterias que | o ¢ ontienen. E n | a uni dad ady uvante t ambién s e enc uentran motivos
inmunoestimuladores, que ¢ onsisten de nuc ledtidos nom  etilados ¢ istina-fosfato-

guanosina (CpG) especificos de bacterias, que no estan presentes en células eucariotas y
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que s on po tentes es timuladores de ¢ élulas B, ac tivando adem as células as esinas

naturales (NK) y células T (Gurunathan et al., 2000).

Tabla 4. Comparacion de diferentes tipos de vacunas. Traducido de
Gurunathan y et al., 2000

Vacuna de Vacuna Vacuna inactiva o
ADN atenuada de Subunidad proteica
Respuesta
Inmune
Humoral Células B ++ . +H+
Celular CD4+ +++Th1a +/-Th1 +/- Th1
CD8+ ++ +++ -
MHC class MHC class MHC
Presentacion del | &Il | &I class Il
antigeno por
Memoria Humoral +++ +++ +++
Celular ++ +++ +/-
Produccion  Facilidad de +++ + ++
desarrollo y
produccion
Costo +++ + +
Almacén y +++ + +++
transporte
Seguridad +++ ++ ++++

4.2 Vacunacion génica antirrdbica.

Los estudios sobre la inmunizacion con ADN contra el virus de rabia, involucran
diferentes proteinas virales como la N o P, sin embargo la glicoproteina G del virus rabico
es la unica capaz de i nducir la produccion de AAN, por ello representa el inmundgeno
ideal y en el la se han en focado |os esfuerzos para desarrollar las vacunas llamadas de
cuarta generacién disefiadas por ingenieria.

En el trabajo de Wiktor et al (1984), se construye un virus vaccinia recombinante
conteniendo | a g licoproteina G del virus de rabia ( V-RG), | a i noculacion de V -RG e n
ratones y conejos indujo niveles altos de A AN logrando la proteccidn contra el reto con
cepas de virus silvestre. El V-RG se ha aplicado exitosamente para la vacunacion oral de

fauna silvestre que ingieren cebos donde se coloca el virus recombinante (Pastoret 1996).
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Figura 7. Esquema de los requerimientos basicos de un vector plasmidico de ADN.
(Modificado y traducido de Gurunathan y col; 2000)

Se han construido diferentes plasmidos vacunales conteniendo el DNAc del gen G, el
nivel de ex presion de | a proteina y la magnitud de la respuesta inmune inducida por el
plasmido, depende de ciertos factores donde el mas importante es el tipo de promotor que
dirige | a ex presion en mamiferos, en es te s entido | os pr omotores virales de S V40 y
Citomegalovirus ( CMV) s on | os m as u tilizados. Por e jemplo el pl asmido pSG5-ERA
contiene el gen G de la cepa ERA regulado por el promotor SV40 (Xiang et al., 1994). En
los laboratorios Lyssavirus, del Instituto Pasteur en Francia se usé por primera vez el
vector pClneo para clonar el gen G controlado por el promotor CMV para la expresion en
mamiferos, logrando inducir la produccion de AAN, células T ayudadoras, T citotéxicas y
NK en ratén (Bahloul et al; 1998).

Trabajos desarrollados en la Unidad de Investigaciéon Médica en Inmunologia, del Hospital
de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI a cargo del Dr. Alvaro Aguilar Setién han
demostrado que la administracion del plasmido vacunal pPRG induce a la formacion de
AAN en perros de la raza Beagle por via intramuscular (Perrin et al; 2000). Posteriormente
este m ismo grupoe mpleal ac epaat enuadade Salmonella typhimurium SL3261
transformada con el plasmido pPRG, administrada por via oral en ratones induciendo la
formacion de AAN, demostrando la utilidad de esta bacteria intracelular como acarreador

del pl asmido v acunal a ntirrabico (Salas; 2005 ; T esis de M aestria). Recientemente s e
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construyo el plasmido vacunal (pGQH), basado en el vector comercial pCl-neo en el que
se insert6 el gen G del aislado HQO01-IMSS proveniente del cerebro de un nifio que murid
de r abia t ransmitida po r un q uiréptero hem atéfago, es te pl asmido fue adm inistrado a
ratones BALB/c adultos via intramuscular (IM), observando seroconversion superior a las
0.5 unidades Ul a partir del dia 30 pos tvacunacion, | os r atones t ambién r esistieron el
desafio con virus CVS (Challenge V irus S train) v ia i ntracerebral ( Aguilar-Setién et al;
2008). Este mismo plasmido se administré por via nasal como tratamiento post-exposicion
en ratones y conejos, mostrando una supervivencia del 100% contra el reto de virus de
rabia CVS. (Tesoro et al; 2008).
4.3 Bacterias intracelulares como acarreadores de ADN Vacunal
Diferentes c epas bacterianas de t ipo intracelular s e han ut ilizado como v ehiculos vivos
para inducir respuestas inmunes contra ellos mismos y contra los antigenos heterélogos
que expresan. A partir de mediados de los anos 90s, también se han utilizado vectores
bacterianos c omo transportadores de v acunas ADN (Sizemore et al., 1995), entrelas
bacterias m as utilizadas s e encuentran del grupo de G ram neg ativas; Salmonella spp.,
Yersinia spp., Shigella spp.,y del as G ram pos itivas Mycobacterium spp., Listeria
Monocytogenes. (Dietrich et al., 2001, Hense et al., 2001) . La bac teria s e ¢ onvierte
solamente en el vehiculo de un A DN plasmidico, que contiene un g en regulado por un
promotor eucarionte.
4.4 Brucella abortus como sistema de expresion heter6loga
B. abortus naturalmente no pos ee pl asmidos, sin em bargo s e ha dem ostrado que es
capaz de aceptar y transferir plasmidos in vitro e in vivo en modelo murino (Verger et al.,
1993; Elzer et al., 1995). En los afios 90 s e d esarrollaron plasmidos replicativos en B.
abortus, el primeros e denom in6 pB BR1MCS y conferia r esistencia a Cloranfenicol
(Kovach et al., 1994), de éste se derivaron otros cuatro que de acuerdo con el antibiético
al q ue c onferian r esistencia s e des ignaron ¢ omo; pBBR1MCS-2 par a K anamicina,
pBBR1MCS-3 para Tetraciclina, pPBBR1MCS-4 para Ampicilina y finalmente pPBBR1MCS-5
para Gentamicina (Kovach et al., 1995). La existencia de esta familia de plasmidos abrio
la posibilidad de utilizar este microorganismo como sistema de expresion heterdloga.
Comerciy c olaboradores (1998), expresaron por pr imerav ezun ant igeno
heterdlogo en la cepa vacunal de B. abortus S19, para ello construyeron un plasmido
conteniendo la secuencia regulatoria y la secuencia del péptido sefial del gen bcsp31 de

Brucella spp fusionado con una quimera de un ant igeno repetitivo de T. cruzi, se logro
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generar una buena r espuesta de Ac especifica contra la proteina heterdloga). La c epa
vacunal RB51 también se utilizé en estos ensayos de expresion, las proteinas HSP65 de
Mycobacterium bovis y B—galactosidasa de E. coli se fusionaron con los promotores de
sod y groE de B. abortus generando una respuesta contra las proteinas heterdlogas sin
afectar la atenuacion de | a cepa (Vemulapalli et al., 2000a). Por su parte la cepa de B.
abortus S19 es capaz de inducir una fuerte respuesta inmune humoral y celular in vivo en
ratones BALB/c contra proteinas heterélogas como la proteina RAP1 del parasito Babesia
bovis (Sabio y Garcia et al., 2008) o el antigeno MPB83 de Mycobacterium bovis (Sabio y
Garcia et al., 2010) sin alterar su eficacia protectora contra la infeccion de B. abortus
virulenta. Los estudios anteriores se han realizado empleando como base plasmidos de la
familia pPBBRM1CS con promotores de genes codificados por Brucella spp. Sin embargo,
no se ha probado si B. abortus S19 es capaz de funcionar como vector de un pl asmido

con promotor eucariotico.
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Capitulo 5
Disefio del estudio
5.1 Planteamiento del problema
La RPB yla BB sonen fermedades que a fectan al ganado bov ino, ¢ onstituyen un
problema de s alud ani malq uei mpactaenl as alud hum anay c ausan pér didas
econdmicas severas. La vacunacion es la principal medida de prevencion, por lo que es
necesario des arrollar alternativas q ue faciliten | as ¢ ondiciones enque s er ealizal a

vacunacion y optimicen sus beneficios.

5.2 Justificacion

La RPBy la BB son enfermedades prevenibles por vacunacion. B. abortus S19 es una
cepa atenuada que ha mostrado ser la mas eficiente para proteger contra BB, esta
bacteria intracelular se ha empleado como vector de plasmidos recombinantes. Por otro
lado la glicoproteina G del virus rabico esta reconocida como su principal antigeno y se ha
demostrado que pl asmidos v acunales de e xpresion euc ariota, ¢ odificantes de | a gpG,
inducen la produccién de AAN en animales inmunizados que los protegen contra el
desafio. Ademas diferentes bacterias intracelulares han mostrado ser utiles para entregar
plasmidos vacunales, | a cepa atenuada de Salmonella tiphymurium SL3216 ha s ervido
como vector de un plasmido vacunal de gpG en el modelo de raton. Si la cepa B. abortus
S19 set ransforma c on un pl asmido v acunal antirrabico, r epresenta un pr oducto

potencialmente util como vacuna bivalente contra Brucelosis y Rabia para ganado bovino.

Hipotesis

La cepa B. abortus S19, se puede transformar con un plasmido codificante del gen de |la
glicoproteina G del virus de rabia ligado al promotor de CMV, y puede mantenerse estable
in vivo e in vitro para inducir la expresion simultdnea de AAN y anti-Brucella en el modelo

de raton.
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5.4 Objetivo General

Transformar | ac epa B. abortus S19, ¢ onu n pl asmido ¢ odificante del g ende | a
glicoproteina G del virus de rabia ligado al promotor de CMV, determinando su estabilidad
in vivo e in vitro y evaluar su utilidad para inducir la expresion simultanea de AAN vy anti-

Brucella.

5.4.1 Objetivos especificos

1. Construir un plasmido codificante del gen de la glicoproteina G del virus de r abia
ligado al promotor de CMV util para transformar Brucella abortus.

2. Transformar la cepa vacunal de Brucella abortus S19 con el plasmido
recombinante construido.

3. Determinar la estabilidad in vivo e in vitro de la cepa B. abortus S19 transformante.
Evaluar el nivel de AAN y anti-Brucella en ratones BALB/c inmunizados con la
cepa transformante.

5. Determinar el ni vel de pr oteccién i nducido c ontra R abiay B rucelosis en los

ratones inmunizados.
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO |

Construccion del plasmido de expresién eucariota
codificante de la glicoproteina G del virus rabico util para
transformar Brucella

Transformacion de B. abortus $19

A / A 4

Curvas de crecimiento Estabilidad in vitro e in vivoI

B. abortus S19 de la cepa transformante
B. abortus transformante

Vacunacion de ratones hembras BALB/C con:
B. abortus S19

B. abortus transformante

Plasmido construido

A J

Ensayos de proteccion para
rabia y Brucelosis en ratones
vacunados con cada antigeno

Parametros determinados a los 7, 14, 21, 28, 30, 60 y 90
dias:

Anticuerpos anti-Brucella

Anticuerpos antirrabicos neutralizantes

Peso del bazo

Concentracion de UFC/bazo

Identificacion del plasmido en colonias aisladas

35



Capitulo 6
Material y Metodologia

6.1 Cepas: E. coli DH10B; contiene al plasmido pGQH y fue donada por el Dr. Alvaro
Aguilar S etién (Laboratorio de | nmunologia de | H ospital de P ediatria del C MN-SXXI),
E.coli TOP10; se utilizé par a propagar todas | as c onstrucciones de es te trabajoy fue
donada por el Dr. Rigoberto Hernandez C astro (Departamento de E cologia de A gentes
Patogenos, Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez,” Secretaria de Salud), B. abortus
S19; es una cepa vacunal contra BB y fue donada por el Dr. Rigoberto Hernandez Castro.
Todas | as c epas s e hi cieron c recer e n C aldo S oya T ripticaseina ( CST)a 37 °C con
agitacion orbital a 200 rpm, o en Agar Soya Tripticaseina (AST), cuando fue necesario se
agreg6 am picilina en | os m edios a una ¢ oncentracion de 100 pg/mL. Las cepasse
conservaron en congelacion en CST con glicerol al 10% a -70°C.

6.2 Plasmidos: pGQH; se deriva del pCl-neo (Promega E1841, Fig. 13 A), contiene en el
sitio Xba | un fragmento de 1576 pb q ue codifica para el gen de la glicoproteina G del
virus de la rabia (cepa HQO1-IMSS) y ha sido previamente utilizado como plasmido
vacunal (Aguilar-Setién et al., 2008; Tesoro et al., 2008), pBBR1MCS-4; es un v ector de
moderado numero de copias, con amplio rango de huésped entre bacterias Gram
negativas, confiere resistencia a ampicilina y se ha demostrado que puede ser aceptado y
establemente mantenido en di ferentes c epas de Brucella (Kovach et al., 1994 ). Lo s
plasmidos B y C presentados en |la Fig. 8, se utilizaron para la construccion del plasmido
recombinante pBBR4-CMV-Ggp-SV40+.

6.3 Ratones. Se utilizaron ratones (mus musculus) BALB/c AnNHsd, hembras de 6-8
semanas de edad que se obt uvieron el B ioterio Claude B ernard de la Benemérita
Universidad Autéonoma de P uebla (licencia BCB/CCUAL/118/2013). Los ratones fueron
colocados en cajas con agua y alimentacion ad libitum y fueron aclimatados una semana
antes de comenzar con los experimentos. Todos los procedimientos experimentales y el
cuidado de los animales se realizaron de acuerdo con la guia para el uso y cuidado de
animales de laboratorio y con la NOM-062-ZO0-1999 que rige el uso y cuidado de

animales de laboratorio en México
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Figura 8. Esquema de los plasmidos de trabajo.

6.4 Construccion del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ codificante de la
glicoproteina G del virus de rabia para transformar Brucella abortus. El disefio para
construir este plasmido se presenta en el esquema 1. El plasmido pGQH se restringio con
las enzimas BamHI y Bglll, el fragmento que contiene el gen G regulado por el promotor
de CMV se liberd y se ligo en el plasmido pBBR1MCS-4 que previamente se restringié
con BamHI. Con el producto de ligacién se transformoé la cepa de E. coli TOP-10. De las
colonias resistentes a ampicilina ( Amp") se ex trajo el pl asmido q ue s e r estringié c on
BamHI para verificar el tamafio esperado en la construccion y con Xbal para liberar el gen
G. El plasmido recombinante se purificé con el Kit Endofree Plasmid Giga (Qiagen, Hilden,
Germany), de ac uerdo con | as es pecificaciones del fabricante y se d enominé pB BR4-
CMV-Ggp-SV40+. El gen G se secuencid a partir del plasmido puro usando iniciadores

externos; Ggp1y Ggp2ei nternos; Gli1y Gli2. Los iniciadores i nternos s e di sefaron
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considerando un fragmento que incluye la mayoria de los sitios antigénicos de la

glicoproteina G

Barm HI Bglll

pGOH

Bam HI

pBER.‘Ll.IG—d_l_
Bglli
Bain i ﬂ site lost

pEBR1IMCSS "i'i‘ H F:'1 H SV40 origin of H neo [——PBBRIMCS4
- o

replication

sbal Xbal

I 4971bp fragment from pGOH |

|—————— PBBR4-CMV-Ggp-5V40+ 9921bp |

Esquema 1. Diagrama de construccion del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+

6.5 Transformacion de B. abortus S19. La cepa de B . abortus S19 se transformé por
electroporacion em pleando 3 ug del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ puro, aplicando
unpulsode 2. 5Kv, | as colonias Amp" se anal izaron m ediante r eacciones de P CR
independientes, para identificar al plasmido y al operdn ery deletado. Para el plasmido se
amplific6 un fragmento de 5100 pb q ue c orresponde al i nserto ¢ lonado usando | os
iniciadores pB  BR; sentido 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3'y antisentido 5’ -
CGAGGTCGACGGTATCG-3’, aplicando el siguiente protocolo: desnaturalizacion inicial a
96°C por 1min, 35 ciclos de; desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 64°C
por 45 seg, extension a 72°C por 5 min; y una incubacién final a 72°C por 10 min. Para la
delecién en el operdn ery se emplearon iniciadores previamente reportados (Sangari et
al.,, 1994; Mukherjee etal ., 2005), que generan un am plicon de 3 61 pb. Lac epa
transformante se nombré B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+.
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6.6 Curvas de crecimiento bacteriano. Una semilla de las cepas de B. abortus S19 y B.
abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se cultivd por separado en 20 ml de CST y CST-
Amp respectivamente, hasta alcanzar una DOgy= 1, posteriormente se tomaron muestras
cada hora hasta que el cultivo alcanzé la DOgy= 2. De cada muestra se cuantifico UFC/mi
para localizar el momento correspondiente a la fase logaritmica tardia para cada cepa. El
proceso se realizo por triplicado. La preparacion de las semillas se describe en el Anexo 1
6.7 Cuantificacion de Unidades formadoras de colonia (UFC). La determinacion de
UFC se realizé mediante diluciones decuples con BSF (Buffer salino de f osfatos) de la
muestra correspondiente. Para los ensayos in vitro la muestra fue el cultivo de cada cepa
determinando U FC/mL, par al osens ayos in vivo sedet erminé U FC/bazo, en
homogeneizados de bazos infectados con cada cepa, las muestras de B. abortus S19y B.
abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se sembraron en AST y AST-Amp respectivamente.
6.8 Estabilidad in vitro de la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. La cepa
B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se hi zoc receren CST-Amppor 48h
posteriormente s e t ransfirieron 100 pL del cultivoa 5 mlde CS Ty CST-Amp,y se
incubaron nuev amente por 48 h par aobt enerel pas aje1. E | pr oceso s e r epitid
sucesivamente hasta el pasaje 5. De cada pasaje se determind el numero de UFC/mL,
bajo t res condiciones: 1) bac teria c ultivada en C STy aisladaen A ST (CST/AST), 2)
bacteria c ultivada en C ST y aislada en A ST-Amp (CST/AST-Amp), y 3) cultivo control,
bacteria cultivada en CST-Amp y aislada en AST-Amp (CST-Amp/AST-Amp). De cada
condicion se seleccionaron al azar colonias para identificar por PCR al plasmido pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+ usando los iniciadores pBBR.

6.9 Expresion in vitro del gen G por la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+.
Las cepas de B. abortus S19y B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se hi cieron
creceren C STy C ST-Amp r espectivamente d urante 48 hrsy se extrajo el RNA total
usando el método de Trizol (GIBCO BRL, USA). Las muestras se trataron con D NAsa
antes de | a s intesis de D NAcy pos teriormente s e r ealizé | a r etrotranscripcién con la
enzima Omniscript R T (Qiagen, H ilden, G ermany) y Oligo dT ( Invitrogen, U SA). U na
reaccion de P CR s e desarrollé em pleando | os i niciadores G li1 y Gli2; s entido 5'-
ACACAATCCGTACCCTGACT-3 y antisentido 5-CCCGTTTACATGAGGATGAC-3’, para
amplificar un fragmento de 736 pb, que incluye los sitios antigénicos; I, lla, Ill, G1y G5,

aplicando el s iguiente protocolo de am plificacion: desnaturalizacién inicial a 96°C por
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1min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 64°C por 45 seg,
extension a 72°C por 1 min, con una incubacion final a 72°C por 10 min.

6.10 Estabilidad in vivo de la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Tres
ratones se inocularon via intraperitoneal (i.p.) con ~10° UFC de B. abortus S19 pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+, siete dias después los animales se sacrificaron, |os homogeneizados
de bazo se sembraron en AST y AST-Amp y se determind el numero de UFC/bazo; en
colonias aisladas de cada medio se aplico una PCR multiple, para identificar la delecion
en el operodn ery y el gen G aplicando el protocolo para los iniciadores de G.

6.11 Transfeccion de células BHK-21 con el plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Las
células BHK-21 se hicieron crecer en medio minimo esencial (MEM) complementado con
10% de suero fetal b ovino ( SFB). S e ¢ osecharon c élulas en fase | ogaritmica de

crecimiento y 1X10° células se transfectaron por electroporacion con 15 pg del plasmido
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ aplicando un pulso de 140 V durante 25mseg en una celda de
0.2cm. La ex presion del a g licoproteinas e m onitoreoal as24 ,48 y 72 hr s pos t
transfeccion y se incluyd un control de células no-transfectadas. Como anticuerpo primario
se utilizé 1IgG humana policlonal con 150 UI/mL de AAN en una dilucion 1:50 y la proteina
se r eveld c on una di lucion 1: 100 de ant icuerpo de ¢ abra ant i-humano c onjugado a

fluoresceina.

6.12 Preparacion del in6culo bacteriano para inmunizacién. Las cepas de B. abortus
S19 y S19 B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se cultivaron hasta la fase logaritmica
tardia, los cultivos se lavaron tres veces con SBF mediante centrifugacion por 30 min a
4500 rpm, la pastilla se resuspendié en 5 m | de S BF y se cuantificaron las UFC/ml, el
proceso se realizé por triplicado; con el promedio de |o0s datos se estimoé la preparacion
del inéculo para cada cepa.

6.13 Inmunizacion de ratones. Se formaron grupos de trabajo con 21 ratones cada uno y
se i nmunizaron ¢ on tres diferentes ant igenos, plasmido pB BR4-CMV-Ggp-SV40+,
bacteria t ransformante B. abortus S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+y c epav acunal B.
abortus S19. Tres ratones de cada grupo se sacrificaron en los dias 7, 14, 21, 28, 30, 60 y
90 post-inmunizacién (d.p.i.) parar determinar peso del bazo, UFC/bazo, Ac anti-Brucella,
AAN, identificacion del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y delecién del operon ery en
colonias aisladas de los grupos By C.

6.14 Obtencion de suero. Los ratones se anestesiaron con una mezcla de

Ketamina/Xilacina a un adosisde 0. 1 mL/10 gde pesovia i.p., lasangre s e obtuvo
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mediante punc ion del pl exo r etro-orbital c on tubo c apilar, el s uero s e s epard en dos
partes, para AAN se almacend a -30°C hasta suusoy paraAc anti-Brucella se us 6
inmediatamente.

6.15 Determinacion de Ac anti-Brucella. En una placa de vidrio se colocaron 30 pL de
suero y 30 pL del reactivo de Rosa de bengala (SAGARPA B-0653-009), se mezclaron
mediante movimiento circular durante 4 minutos, la prueba se ley6 con una buena fuente
de luz y sobre un fondo claro buscando aglutinacion, el resultado se reporta como positivo
0 negativo, las muestras se compararon con sueros control.

6.16 Determinacion de AAN. Loss uerospr oblemas eev aluaron mediante
la prueba RFFIT (prueba rapida de inhibicion de focos fluorescentes, por sus siglas en
inglés), que consiste en determinar la capacidad de un s uero para inhibir el nimero de
focos fluorescentes producidos por una muestrav iral c on titulo c onocido de focos,
comparandolo con | a ¢c apacidad i nhibitoria de un s uero de r eferencia. El m étodo s e
describe en el Anexo 2. Eltitulo de cadasuero se calculé porel métodode Reedy
Muench.

6.17 Evaluacion de la protecciénin vivo. Setrabajo c on tres grupos der atones
manejados en las mismas condiciones descritas para los ensayos de inmunizacion. Para
la prueba de desafio de rabia, 9 ratones de cada grupo se inocularon via intracerebral con
virus CVS en un titulo de 10°°? DLRs, 90 d.p.i., y se observaron durante un periodo de 21
dias r egistrando el por centaje de s obrevivencia. P ara | a pr ueba de p roteccién c ontra
brucelosis no se administré plasmido y se incluyé un grupo con solucién amortiguadora de
fosfatos (SBF) como control, diez ratones de c ada grupo fueron des afiados con la cepa
virulenta B. abortus 2308 a una concentracion de 5 X 10* UFC/ml por via i.p 45 d.p.i. Dos
semanas des pués del des afio los ratones fueron s acrificados por dislocacion cervical, a
éstos se les colectd el bazo y se homogenizaron en 1 m | de SBF realizando diluciones
décuples para determinar UFC/bazo.

6.18 Analisis estadistico. Los datos de UFC se normalizaron por transformacion
logaritmica, par a | os en sayos de es tabilidad in vitro los dat os s e anal izaron m ediante
ANOVA de una via con la prueba de Dunnett, la carga bacteriana (UFC/bazo) en medios
con y sin antibiodtico para los ensayos de estabilidad in vivo, se analizd con la prueba de t
student, esta prueba también se aplico para el ensayo de proteccion contra brucelosis. El
peso de los bazos y la carga bacteriana en los muestreos post inmunizacion se analizaron

mediante ANOVA de dos vias con la prueba de Dunnett. En todos los analisis se utilizé el
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software G raphPad Prism6 ( GraphPad In c., C A, USA). Los valores de P <0.05s e

consideraron significativos en todos los casos.
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Capitulo 7

Resultados
Construccién del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ codificante de la
glicoproteina G del virus de rabia para transformar Brucella. Después de realizar el
proceso descrito en metodologia y de acuerdo con en el esquema 1, el plasmido puro se
restringié con Xbal y Bam HI. La restriccion con Xbal libera tres fragmentos de 6057 pb ,
2283 pby 1576 pb c adauno, siendo és te ul timo el q ue c orrespondeal gen G, la
restriccion con BamHI linearizé el plasmido y mostré una sola banda ¢ ompatible con el

tamano es perado de 9921 pb par ala construccion y confirmé |a pérdida del sitio Bglll.
(Fig. 9).

10000 bp 9921 bp
b
1500 bp 1576 bp

Figura 9. Caracterizacion del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ mediante restriccion
enzimatica. Carriles: 1, DNA leadder 1Kb; 2, pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ puro; 3 y 4, plasmido
restringido con Xbal y BamHI respectivamente. El fragmento de 9921 pb corresponde al
tamafio esperado de la construccién, el fragmento de 1576 pb corresponde al gen G liberado
del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+.

Secuenciacion del gen G clonado en el plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Los
resultados preliminares mostraron que el gen G del aislado mexicano HQO01-IMSS, tiene
un tamano de 1575 pb, que codifica para una proteina de 525 aa. La secuencia
nucleotidica del aislado se alined con las secuencias de las cepas PV (Numero de acceso

AF233275.1) y CVS (Numero de acceso AF406694.1), encontrandose una identidad del
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99 y 98 % respectivamente, el alineamiento y la ubicacion donde la secuencia entre las

cepas es diferente se presenta en la Fig. 10
———————————————— ATGGTTCCITGQAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGTTTTTCC 44

CVS
HQO1
PV

CVS
HQO1
PV

CcVs
HQO1
PV

CcVS
HQO1
PV

CcVs
HQO1
PV

CVS
HQO1
PV

CVSs
HQO1
PV

CVS
HQO1
PV

CVS
HQO1
PV

CVS
HQO1
PV

CvSs

---------------- ATGGTTCJGCAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGTTTTTCC
-——-GCTGCAGGAAAGATGGTTCATEAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGTTTTTCC

*hAAXIAAAN FhhAhihhiiik

ATTGTGTTTTGGGAAATTCCCTATTTACACGATACCAGACAAGCTTGGTCCCTGGAGCCC
ATTGTGTTTTGGGAAATTCCCTATTTACACGATACCAGACAAGCTTGGTCCCTGGAGCCC
ATTGTGTTTTGGGAAATTCCCTATTTACACGATACCAGACAAGCTTGGTCCCTGGAGCCC

EAE AR S S e e S e R A R A S e S e e o e **

GATTGACATACATCACCTCAGCTGCCCAAACAATTTGGTAGTGGAGGACGAAGGATGCAC
GATTGACATACATCACCTCAGCTGCCCAAACAATTTGGTAGTGGAGGACGAAGGATGCAC
GATTGACATACATCACCTCAGCTGCCCAAACAATTTGGTAT|GGAGGACGAAGGATGCAC

AR A e R S S S R e S A R R A A R S R L S S T

CAACCTGTCAGGGTTCTCCTACATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTTAGCCATAAAAAT
CAACCTGTCAGGGTTCTCCTACATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTICAGCCATAAAAAT
CAACCTGTCAGGGTTCTCCTACATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTICAGCCATAAAAAT

AEEAAXAAAXAIAAAXAAAXAXAAAXAAAXAXAAAIAAAXAXAAAIAAAIAAAAAAAAddX SR e e

GAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAGGCTGAAACCTACACTAACTTCGTTGG
GAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAGGCTGAAACCTACACTAACTTCGTTGG
GAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAGGCTGAAACCTACACTAACTTCGTTGG

R R e R e S e S R R e e e

TTATGTCACAACCACGTTCAAAAGAAAGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGC
TTATGTCACAACCACGTTCAAAAGAAAGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGC
TTATGTCACAACCACGTTCAAAAGAAAGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGC

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

CGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTA
CGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTA
CGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTA

AEAKXAAKAAAKAAAXAEAAXAAAXAAXAXA XXX AXXAAXTXAAXAXAAXLXAAXLTXAAXAXAAXAXAAXAXAAAXAALAXAX)khk

CCCTGACTACCACTGGCTTCGAACTGTAAAAACCACCAAGGAGTCTCTCGTTATCATATC
CCCTGACTACCACTGGCTTCGAACTGTAAAAACCACCAAGGAGTCTCTCGTTATCATATC
CCCTGACTACCACTGGCTTCGAACTGTAAAAACCACCAAGGAGTCTCTCGTTATCATATC

KTEAAXEAIAXAEAIAXAA AEAAXAXAXAXAXAAXAXAAXTXAAXXAAXAXAAXLXAAXLAAXAXAAXAXAAXAXAAXAXAAAXAA)khk

TCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTAG
TCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTGE
TCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCT|GE

AEAAAKAAAAAAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAAAXAXAAXAAAAXAAAXAAAAXAAAXAAAAAAAXAAX

CGGGAAGTGECCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACAC
CGGGAAGTGCTCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACAC
CGGGAATTGCTCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACAC

*KhAkk * AEEAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAXAAAXAAAAAAAXAAAXAAAAXAAAXAAAAXX

CATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAG
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CcVS
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CATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAG
CATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAG

LR R R e R e R S R e R e S e S e e

AGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATA
AGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATA
AGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATA

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

TAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTQARGTTATGTGGAGTTCTIAGGACTTAGACTTAT
TAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTECAGTTATGTGGAGTTCTICGGACTTAGACTTAT
TAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTQARGTTATGTGGAGTTCTICGGACTTAGACTTAT

GGATGGAACATGGQTHG
GGATGGAACATGG!C1T'
GGATGGAACATGG!TqG'

R Rk o o e

GATGCAAACATCAAATGAAACCAAATGGTGCCCTCCCGATCA
GATGCAAACATCAAATGAAACCAAATGGTGCCCTCCCGGICA
GATGCAAACATCAAATGAAACCAAATGGTGCCCTCCCGGICA

xxxxxxxxxxxxxxx **

GTTGGTGAACCTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTGAGCACCTTGTTGTAGAGGAGTT
GTTGGTGAATTTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTGAGCACCTTGTTGTAGAGGAGTT
GTTGGTGAATTTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTGAGCACCTTGTTGTAGAGGAGTT

ECE R o e R R R R R R AR R AR AR SRR R AR AR R R AR R SRR R SR R R AR R R R R ek S e

GGTC
GGTC
GGTC

EaE k=

GGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGACA
AGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGAQC
AGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGAQC

AR R e R R AR R R R R R R AR R S R R S R R R SRR R AR AR

CCAAGTCAGT
CCAAGTCAGT
CCAAGTCAGT

ECE R e

GAGTTTCAGACGTCTCAGTCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTTGGAAAAGCATATAC
GAGTTTCAGACGTCTCAGCCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTTGGAAAAGCATATAC
GAGTTTCAGACGTCTCAGTCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTTGGAAAAGCATATAC

AR R Rk o R R AR R AR R R S R AR AR R R R o R R R R AR R AR R R R R R R R R R

CATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTCAGAACTTGGAA
CATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTCAGAACTTGGAA
CATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTCAGAACTTGGAA

KAEAIAAEAIAKAAIAAAIAXTAITAAXTEAAXXA XXX AXTXAAXTXAAXTXAAXLXAAXAXAAXAXAAXAXAAXAXAAXA XA AL XA ddkkhk

TGAGATCCTCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGGGGGGAGGTGTCATCCTCATGTGAA
TGAGATCATCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGGGGGGAGGTGTCATCCTCATGTAAA
TGAGATCATTCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGGGGGGAGGTGTCATCCTCATGTAAA

*

*hAihkk AEAKXAIXEAIETEAIXAXXAAXTXAAXAXAAXAXAAXTXAAXAXAAXAXAAXAXAXA XA AXAXAXdhkk

TTTTTCAATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGAT
TTTTTCAATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGAT
TTTTTCAATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGAT

WEAEXEAAXAEAAXAEAAXAEAAXAAXAXAAXAXAXAXAAXAXAAXAXAAXLAXAALAXAAXAXAAXAXAAAXALAXAL)%

GCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGGAATCCTCGGTTATCCCCCTTIG
GCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGGTATCCTCGGTTATCCCCCTTA
GCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGGTATCCTCGGTTATCCCCCTTA
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KTEAAKXEAIAXAEAAXAEAAXEAXAXAXAXAXAXAAXAXAAXAXAAXAXAAXLAAALAXAA AAXXAAXAXAAXAXAAXAXAXAXA*)x &

CvS GCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTCAAGGACGGTGACGAGGCTGAGGATTTTGT 1304
HQO1 GCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTCAAGAACGGTGACGAGGCTGAGGATTTTGT 1304

PV GCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTCAAGAACGGTGACGAGGCTGAGGATTTTGT 1316
AAIXIXAAAAAAAAXAAAAXAAAAAIAIAAAXAAAXAXAAXX KEEXEAAAAAAAAXAAAXAAAAAA A AKX

cvs TGAAGTTCACCTTCCCGATGTGCAGARTHANGTCTCAGGAGTTGACTTGGGTCTCCCGAA 1364

HQO1  TGAAGTTCACCTTCCCGATGTGCAGGAAGGEATCTCAGGAGTTGACTTGGGTCTCCCGAA 1364

PV TGAAGTTCACCTTCCCGATGTGCAGGAARGHEATCTCAGGAGTTGACTTGGGTCTCCCGAA 1376
*hkhkkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkxkhkkkhikiikkixA *hkhkAkhkkAkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkkhkkhkhkhkhhkhkhkhkhkikikx

cvs CTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTTGATAATTTT 1424

HQO1  CTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTTGATAATTTT 1424

PV CTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTTGATAATTTT 1436
R R R R R R R R R R R R R R R R R R e R R R R R e R R R R e R R R R e

cvs CCTGATGACATGTTCGTAGAAGAGTCAATCGATAAGAACCTAQGCAACACAATCTCAGAGG 1484

HQO1  CCTGATGACATGCTGGAGAAGAGTCAATCGATQGGAACCTAGACAACACAATCTCAGAGG 1484

PV CCTGATGACATGCTGGAGAAGAGTCAATCGATUGGAACCTAQACAACACAATCTCAGAGG 1496

cvs GACAGGGAGGGAGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATC 1544

HQO1  GACAGGGAGGGAGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATC 1544

PV GACAGGGAGGGAGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATC 1556
R R R R R R R R R e R e e e R e R R R R e e R e R e R e R e R R R e R R b R R R e b e

cvs ACACAAGAGTBGGGGTICAGACGABACTGTGA-—— -~ m oo 1575

HQO1  ATACAAGAGCHGGGGTGAGACGGBACTGTAN- —————m oo 1575

PV ATACAAGAGCEGGGGTGAGACGGEACTGTGAGAGCTGGCCGTCCTTGGATCCGC -~ ———- 1610

* Kk Khkk KX KhkK * Ak R R = =

[ Cambio con ambas cepas
[ Cambio con cepa PV
[ Cambio con cepa CVS

Figura 10. Alineamiento entre la secuencia del gen G del aislado HQO1-IMSS y las cepas CVS
y PV del virus rébico.

La s ecuencia pept idica del ai slado H Q01-IMSS ( Fig. 11) también s e aline6 con | as
secuencias de las cepas PV (Numero de acceso AAF40476.1) y CVS (Numero de acceso
AAP81751.1) y se encontrd una identidad del 99y 96 % respectivamente (Fig. 12). Con
respecto a | a secuencia consenso de | os sitios antigénicos de la glicoproteina G;ene |
sitio |, el aislado contiene glicina en lugar de lisina y en el sitio G5, se encontré arginina en
el aislado en lugar de histidina (Tabla 5); ademas todos los sitios antigénicos del aislado

contienen los aa considerados como invariables (Kuzmina et al., 2013).
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MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSP 1D IHHLSCPNNLVVEDEGCTNLSGFE
SYMELKVGY ISAIKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWK
MAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLV I 1 SPSVADLDPYDRSLHSRVFPGGKCSG
VAVSSTYCSTNHDYTIWMPENPRLGMSCD I FTNSRGKRASKGSETCGFVDERGLYKSLKG
ACKLOQLCGVLGLRLMDGTWASMQTSNETKWCPPGQLVNLHDERSDE IEHLVVEELVKKRE
ECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYTIFNKTLMEADAHYKSVRTWNEL IPS
KGCLRVGGRCHPHVNGVFFENG I ILGPDGNVL IPEMQSSLLQQHMELLVSSVIPLMHPLAD
PSTVFKNGDEAEDFVEVHLPDVHER I SGVDLGLPNWGKYVMELSAGALTALMETFTELMTCW

RRVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGKI I SSWESYKSGGETGL

Figura 11. Secuencia peptidica en el aislado HQO1l-IMSS. MVPQALLFVPLLVFPLCFG,
péptido sefial; VLLSAGALTALMLIIFLMTCWR, dominio transmembranal;

dominio citoplasmico;

las

secuencias subrayadas corresponden a los sitios antigénicos. La zona resaltada en negritas
corresponde a laregién amplificada por RT-PCR en este trabajo.

Tabla 5. Comparacion entre las secuencias consenso y la secuencia preliminar en el aislado

Cvs

HQO1
PV

CVSs
HQO1
PV

CvS
HQO1
PV

HQO1-IMSS, para los sitios antigénicos en la glicoproteina G del virus de rabia.

Sitio antigénico Consenso HQO01-IMSS

[ KLCGVL QLcavL

lla KRA KRA

b GCTNLSGES GCTNLSGFS
1 KSVRTWNEI KSVRTWNEI
G1 KG KG

G5 HDEH HDFR

Secuencias subrayadas corresponden a a.a considerados como invariables

MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSP IDIHHLSCPNNLYVEDE

MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSP IDIHHLSCPNNL\VEDE
MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSP IDIHHLSCPNNLYLEDE

AEAKXAIAKAAAAAAXAEAAXAAXTAXAXAAXAXAAXAXAAXAXAAXAXAAXLXAAXLXAAXAXAAXAXAATS - kA XAdhihihik

YMELKVGY ILATKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWK
YMELKVGY ESATKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWK
YMELKVGY EISAIKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWK

R R R k= EAEAEKEAIAKXEAXAEAEAIAXTAXAXAXAXAAXAXAAXAXAAXAXAAXLAXAAXAXAAXAXAAXAXAAAXAXA)Ah*x*k

MAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLVI1 ISPSVADLDPYDRSLHSRVFHR
MAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLV11SPSVADLDPYDRSLHSRVFR
MAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLV I ISPSVADLDPYDRSLHSRVFHR

KTEAKXEAAKXEAAXAAAXAAXAXAAKX - AXXEAXAXAXAXAAXAXAAXAXAAAXAALAXAALAXAALAXAALAXALAXAX =

(NN
=Z XX

60

60
60

120
120
120

> 180
> 180
> 180
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Cvs VAVSSTYCSTNHDYT IWMPENPRLGMSCD IFTNSRG SKGSETCGFVDERGLYKSLKG 240

HQO1 VAVSSTYCSTNHDYT IWMPENPRLGMSCD IFTNSRG SKGSETCGFVDERGLYKSLKG 240
PV VAVSSTYCSTNHDYT IWMPENPRLGMSCD IFTNSRG SKGSETCGFVDERGLYKSLKG 240
Cvs ACKUYKECGVLGLRLMDGT QTSNETKWCPADQLVNLHDFRSDE IEHLVVEELVRKRE 300
HQO1 ACKLQICGVLGLRLMDGT QTSNETKWCPRGQLVNLHDFRSDE IEHLVVEELVKKRE 300

PV ACKUYKECGVLGLRLMDGT

e . B S S e e e e e

QTSNETKWCPHRGQLVNLHDFRSDE IEHLVVEELVKKRE 300

Sk Rk R R e e e = kk*k

CVS ECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYT IFNKTLMEADAHYKSVRTWNE IjL

360
HQO1 ECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYT IFNKTLMEADAHYKSVRTWNE I|1 360
PV ECLDALES IMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYT IFNKTLMEADAHYKSVRTWNEI 360
CVS CLRVGGRCHPHVNGVFFENG I 1 LGPDGNVLIPEMQSSLLQQHMELLESSVIP PLAD 420
HQO1 CLRVGGRCHPHVNGVFENG I I LGPDGNVL IPEMQSSLLQQHMELUVSSVIPLUMHPLAD 420
PV CLRVGGRCHPHVNGVFFENG I I LGPDGNVL IPEMQSSLLQQHMELUVSSVIPLMHPLAD 420

B R S S S e e e S S e e S S R A S S R A A R A R A *AhAKA - Fhkikk

CvVSs PSTVFKDGDEAEDFVEVHLPDVHNQVSGVDLGLPNWGKYVLLSAGALTALMLIIFLMTCC 480
HQO1 PSTVFKNGDEAEDFVEVHLPDVHER I SGVDLGLPNWGKYVLLSAGALTALMLTIFLMTCW 480

PV PSTVFKNGDEAEDFVEVHLPDVHER I $GVDLGLPNWGKYVLLSAGALTALMLTIFLMTCW 480

FhIhkIkA - Fkhhkhkihkhiirhiixhiixik - - -kkkhiikkx * Xk

Cvs RRVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGK T ISSWESHKSGGQJRL 524
HQO1 RRVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGK I ISSWESYKSGGET|GL 524
PV RRVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGKIISSWESYKSGCEIG 524

B R S o R R R R R R R R e R R AR R R e L Gk Il

[————1 Cambio con ambas cepas
[ Cambio con cepa PV
[——"""1 Cambio con cepa CVS

Figura 12. Alineamiento entre la secuencia peptidica de la gpG del aislado HQ01-IMSS y las cepas CVS
y PV del virus rabico.

Transformacion de la cepa B. abortus S19. Después de la electroporacion de la cepa
B. abortus S19 con el plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, diferentes candidatos Amp' se
analizaron por PCR de colonia y se demostro la presencia del plasmido y la delecion en el
operon ery (Fig. 13)

Curvas de crecimiento bacteriano. La c epatransformada B. abortus S19 pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+ y la cepa vacunal B. abortus S19, se cultivaron por triplicado en medio
liguido con y sin antibiético respectivamente y el crecimiento se monitored durante un
rango de DOgpn=1-2. La cantidad de UFC/mL se determiné cada hora a partir de que la

DOgqo para cada cepa fuera igual a 1, la cepa vacunal alcanzé dicha densidad a las 14 h
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con un valor promedio de Log10 UFC/mL de 9.81 mientras la cepa transformada alcanzé
la misma densidad hastala 19 h ¢ on un valor promedio de Log10 UFC/mL de 8 .86. E|
monitoreo terminé cuando cada cepa llegé a una DOgy=2, |la cepa vacunal lo hizo a | as
21 h mientras para la cepa transformada a las 26 h (Graf. 1). La fase logaritmica tardia se

establecio en 19 h para la cepa B. abortus S19 y en 25 h par a B. abortus S19 pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+.

Figura 13. Identificacion de la cepa transformada. Los candidatos Amp' se analizaron por reacciones
individuales de PCR de colonia con primers pBBR y ery, los fragmentos de 5100 pb y 361 pb
corresponden al plasmido y al operdn ery delatado respectivamente, el fragmento de 1063 pb al
operon ery no deletado. Carriles: DNA ladder 1 Kb; 2, B. abortus RB51 como control de operén ery no
deletado; 3, E. coli TOP-10 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ como control negativo de operdn ery; 4, B. abortus
S19 con operon ery deletado; 5, E. coli TOP-10 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ como control de plasmido; 6,
B. abortus S19 como control negativo de plasmido; 7 and 8 candidato 1 evaluado para el plasmido y
ery respectivamente; 9 and 10 candidato 2 evaluado para el plasmido y ery respectivamente.
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Grafica 1. Curvas de Crecimiento de las cepas B. abortus S19 y B. abortus S19 pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+. Las UFC/mL son el promedio de ensayos realizados por triplicado durante un

seguimiento de DOggonm de 1 a 2. La cepa B. abortus S19 se cultivé en TSB y B. abortus S19
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ en TSB-Amp.

49



Log4,CFU/mL

Estabilidad in vitro de la cepa B. abortus S19 pBBR4CMV-G SV40°'. Lac epa
transformada s e cultivd en m edio liquido durante c inco p asajes s ucesivos ent res

diferentes condiciones y se cuantificé el numero de UFC/mL en medio sdlido.

a b
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8 9.0 *
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61 E g5 -+ TSBITSA-Amp
5
o
44 a
8.0
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0 ‘ I ; 0 1 2 3 4 5
TSB-Amp/TSA-Amp TSBITSA  TSBITSA-Amp Passages

Culture conditions

Figura 14. Estabilidad in vitro del plasmido pBBR4CMV-GSV40" en la cepa B. abortus S19 pBBR4CMV-
GSV40'bajo diferentes condiciones. (a) C oncentracién m ediad e B. abortus S19 pB BR4CMV-GSV40"
durante 5 pasajes en cultivos con y sin antibiético, * diferencia significativa (P<0.05) con CST-Amp/AST-Amp,
(b) Concentracion bacteriana en cada pasaje de cada condicién * diferencia significativa (P<0.05) con el
pasaje 1. (c) ldentificacion del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ en colonias de B. abortus S19. M, DNA
ladder 1 Kb; C, control: cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Panel 1, colonias de CST/AST,; panel

2, colonias de CST/AST-Amp; panel 3, colonias de CST-Amp/AST-Amp. CST: caldo soya tripticaseina, AST:
agar soya tripticaseina; Amp: ampicilina (100 pg/ml).

El promedio de la concentracion de bacterias de los cinco pasajes, expresado en Log+
UFC/mL fue: c ultivo c ontrol (CST-Amp/AST-Amp); 8.54, cultivo CST/AST-Amp; 8.44 y

cultivo CST/AST, 9.13. La concentracion de bac terias en el cultivo TSB/TSA mostré una

diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) con respecto a las otras dos condiciones

(Fig. 14a). Se encontré una variabilidad en la concentracion bacteriana de los cultivos
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TSB/TSA y TSB/TSA-Amp mostrando una di ferencia estadisticamente significativa entre
los pasajes 2-4 con respecto al pasaje 1 (P<0.05) para ambos cultivos (Fig. 14b), nose
presento di ferencia en tre | os pas ajes del c ultivo TSB-Amp/TSA-Amp. Por otrolado el
plasmido pB BR4-CMV-Ggp-SV40+ se identificéd en t odas | as colonias aisladas en TSA-

Amp y en diferentes colonias aisladas en TSA (Fig. 14c).

La cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ expresa el gen G en condiciones
in vitro. Mediante retrotranscripcion se amplifico el fragmento de 736 pb c orrespondiente
al gen G a partir de ARN total de la cepa B. abortus S19 pPBBR4CMV-G SV40* cultivada
en medio liquido, en contraste no se obtuvo amplificacion en el cultivo de B. abortus S19
(Fig. 15). Este resultado indica que la cepa transformada transcribe el ARNm de la

glicoproteina G e indica que expresa el gen.

Figura 15. Expresion in vitro del gen G en B. abortus S19. Carriles: 1, DNA ladder, 2y 3; RT-PCR de B.
abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y B. abortus S19 cultivadas en CST-Amp y CST respectivamente.
El fragmento de 736 pb corresponde al gen G.

Estabilidad in vivo de la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Siete dias
después de | a infeccion de r atones BALB/c hembras con B. abortus S19 pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+ o con SBF los bazos se extrajeron, pesaron y homogeneizaron. Las bacterias
se recuperaron en medio sélido con y sin antibidtico. El peso del bazo y la cantidad de
Log1UFC/bazo, se presenta en la Tabla 6. No se encontré diferencia significativa en la
concentracién de bac terias r ecuperada en | os medios em pleados. Todas | as ¢ olonias

evaluadas de am bos medios fueron positivas para ery, con respecto al gen G; todas las
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colonias ev aluadas de medio c on antibidticoy solo una de | as colonias ev aluadas de

medio sin antibiotico fueron positivas (Fig. 16).

Tabla 6. Cepade B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40"
aislada de bazo y peso del bazo de ratones BALB/c
experimentalmente infectados a 7 dias post infeccion.
Ratones inoculados con

SBF B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
Peso del Peso del Log10 UFC/bazo Log10 UFC/bazo
bazo (g) bazo (g) en TSA-Amp en TSA
0.120 0.124 28+1.2 40+1.1

Los ratones se inocularon via intraperitoneal (i.p.) con 0.25 ml de SBF
conteniendo ~10° UFC de la cepa o0 0.25 ml de SBF solamente (grupo
control). Los resultados son el promedio de tres ratones * la desviacion
estandar.

Figura 16. Estabilidad in vivo del plasmido pBBRACMV-GSV40®. Ratones hembras BALB/c se
infectaron con la cepa B. abortus S19 pBBR4CMV-GSV40", siete dias después se recuperaron los
bazos. PCR multiple de colonia para detectar el operdn ery (361 pb) y el gen G (736 pb). Carriles: 1,
DNA ladder 100 pb; 2, B. abortus S19 pBBR4CMV-GSV40"; 3, B. abortus S19; 4, E. coli; 5-10, colonias
aisladas en AST-Amp; 11y 12, colonias aisladas en AST.

El plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ induce la expresiéon de la glicoproteina G del
virus de rabia en células eucariotas. Después de | a transfecciéon de células BHK-21 |la
glicoproteina G se detectd a las 24h, 48h y 72h, no se detectd glicoproteina en las células
control. La Figura 17 muestra la expresién de | a proteinaalas 48 h (no se muestrala
expresion al as 24h y 72h). Conestose demostré quela proteinaviral s e ex presa
adecuadamente en ¢ élulas euc ariotas a par tir del pl asmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+

demostrando su utilidad para este propdsito.
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Figura 17. Expresion de la glicoproteina G del virus de rabia a partir del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-
SV40+ en células eucariotas. Las células BHK-21 se transfectaron con 15 pug de plasmido, la deteccion
de proteina se hizo a la 24h, 48h y 72 h con IgG humano antirrabico policlonal. A y B; células BHK-21
transfectadas y no transfectadas respectivamente, ambas a 48 h. Las flechas indican la glicoproteina
G.
Inmunizacién de ratones.

Entre los tres grupos experimentales, el peso de | os bazos fue mas alto en | os ratones
inmunizados con la cepa vacunal B. abortus S19, el peso de los bazos extraidos del grupo
inmunizado ¢ on pl asmido pBBR4 —CMV-gpG-SV40+ y c on bac teria t ransformante B.
abortus S19 pBBR4 —CMV-gpG-SV40+, mostré una diferencia significativa con respecto al
de la cepa vacunal (P<0.05), esto en todos los puntos de muestreo. Para los grupos de
cepa vacunal y transformante se observé un incremento en el peso del bazo del dia 7 al
14 y de éste al dia 21, el peso disminuyd a partir del dia 28, no se observd este

comportamiento en el grupo de plasmido (Tabla 7, Grafica 2).

Tabla 7. Peso del bazo en ratones hembras BALB/c de 6- 8 semanas de edad
inmunizadas con diferentes antigenos

Dias Grupo y Antigeno
Post pBBR4 —CMV-gpG-SV40+ B. abortus S19 transformante B. abortus S19
Inmunizacién pBBR4 —CMV-gpG-SV40+
No. Peso del No. Peso del x No. Peso del x
ratén bazo (mg) x ratén bazo (mg) ratén bazo (mg)
7 36 102.9 1 87.1 68 149.2
37 113.3 100.13 2 83 96.27 69 178.3 166.3
38 84.2 3 118.7 70 171.4
14 39 99.1 4 143.6 71 463.9
40 81.4 90.93 6 122.6 129.6 72 567.3 488.13
41 92.3 7 137.4 73 433.2
21 42 91.2 8 145.5 74 487.4
43 90.3 90.5 9 133.7 137.87 75 542.5 483.23
44 90.0 10 134.4 76 419.8
28 45 113.6 11 142.4 77 274.2
46 93.5 101.46 12 134.3 132.63 78 229.5 242.93
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47 97.3 13 1215 79 225.1
45 48 97.3 14 102.5 80 1716
49 95.1 95.2 15 97.4 105.73 81 163.7 162.57
50 93.2 16 117.3 82 152.4
60 51 94.8 17 106.2 83 170.1
52 104.7 98.83 18 94.7 107.6 84 178.1 169.3
53 97.0 19 121.9 85 159.8
90 54 127.1 20 74.3 86 162.5
55 1133 117.2 22 130.3 96.97 87 201.6 182.36
56 111.4 24 86.3 88 183.0
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Grafica 2. Peso del bazo en ratones ratones hembras BALB/c de 6- 8 semanas de edad
inmunizados con diferentes antigenos. Los valores son el promedio de ensayos realizados

por triplicado = desviacion estandar, * diferencia significativa con B. abortus S19.

Con respecto a las bacterias recuperadas de bazo, la cepa transformante sdlo se aislé en

los dias 7 y 14, mientras que la cepa vacunal se aisl6 desde el dia 7 y hasta el 60. El valor

de UFC/bazo recuperadas de cepa transformante fue menor con respecto a las UFC/bazo

de cepa vacunal con una diferencia significativa (P<0.05), tanto al dia 7 como 14 (Tabla 8,

Gréfica 3).
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Tabla 8. Concentracidn de bacterias recuperadas de ratones hembras
BALB/c de 6- 8 semanas de edad inmunizadas con diferentes antigenos
Grupos y Antigeno
B. abortus S19 transformante B. abortus S19
Dias pBBR4 —CMV-gpG-SV40+
Post No. Logyo x No. Log 1o x
Inmunizacién | Ratén UFC/bazo’ ratén UFC/bazo'
7 1 3.978 3.164 68 6.659 6.434
2 1.623 69 6.336
3 3.890 70 6.307
14 4 3.325 3.151 71 6.140 | 6.204
6 4,087 72 6.386
7 2.041 73 6.087
21 8 0 74 5.163 5.204
9 75 4,911
10 76 5.539
28 11 0 77 3.382 | 4.171
12 78 4.652
13 79 4.479
45 14 0 80 2.151 2.399
15 81 2.870
16 82 2.177
60 17 0 83 1.854 1.600
18 84 2.177
19 85 0.771
90 20 0 86 0.000 0
22 87 0.000
24 88 0.000

T Los valores de UFC se expresan en Log 1o

7 q 3 pBBR4-ChfigpG-Shai+
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Grafica 3. Concentracién de bacterias recuperadas de bazo en ratones hembras BALB/c de
6- 8 semanas de edad inmunizadas con diferentes antigenos. Los valores se normalizaron
por Logio Y son el promedio de ensayos realizados por triplicado *+ desviacion estandar, *
diferencia significativa con B. abortus S19.
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La respuesta seroldgica contra Brucella se evalu6 por la prueba de Rosa de Bengala

(Tabla 9). Los ratones administrados con cepa vacunal fueron positivos desde el dia 7 y la

seropositividad se mantuvo durante todo el tiempo de muestreo, el patron de aglutinacion

de | os s ueros fue c omparable c on el del s uero pos itivo f uerte, | os r atones del gr upo

manejado con cepa transformante fueron negativos en los dias 7 y 14, la seropositividad

se presento en los dias 21, 28, 45 y 60 y para el dia 90 los sueros resultaron negativos, la

aglutinacion de los sueros fue similar al del suero positivo débil, para el caso del grupo

plasmido los sueros fue negativo en todos los puntos de muestreo.

Tabla 9. Resultados de la prueba de Rosa de bengala en ratones hembras
BALB/c de 6- 8 semanas de edad inmunizadas con diferentes antigenos.
Grupo y Antigeno
pBBR4 —-CMV-gpG-SV40+ B. abortus S19 B. abortus S19

Dias transformante

Post pBBR4 —-CMV-gpG-SV40+

Inmunizacion No. Resultado No. ratén Resultado No. Resultado

ratén Ratén

7 36 - 1 - 68 -
37 - 2 - 69 +
38 - 3 - 70 +

14 39 = 4 = 71 +
40 - 6 - 72 +
41 - 7 - 73 +

21 42 - 8 - 74 +
43 - 9 + 75 +
44 - 10 + 76 +

28 45 - 11 + 77 +
46 - 12 + 78 +
47 - 13 = 79 +

45 48 - 14 + 80 +
49 - 15 + 81 +
50 - 16 + 82 +

60 51 - 17 + 83 +
52 - 18 + 84 +
53 - 19 + 85 +

90 54 - 20 - 86 +
55 - 22 - 87 +
56 - 24 - 88 +

+ aglutinacion similar a un suero positivo fuerte, + aglutinacion similar a un suero positivo débil
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La serologia contra el virus de r abia se valoré por la prueba de RFFIT tomando como
referencia que la OMS considera protector un nivel de AAN superior a 0.5 Ul; los ratones
manejados con el plasmido pBBR4 —CMV-gpG-SV40+ presentaron un nivel promedio de
AAN superior a 0.5 Ul desde el dia 7, al igual que el grupo manejado con la cepa vacunal
B. abortus S19, c on valores s imilares en am bos grupos, mientras q ue el grupo
administrado ¢ on ¢ epat ransformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-SV40+ fue
negativo en es te p unto de m uestreo. E | ni vel de A AN par a c ada g rupo m ostré u n
comportamiento diferente durante el seguimiento post inmunizacion (Tabla 10, gréfica 4);
en el grupo de ratones donde se administré el plasmido el valor de los aumenté para el
dia 14 y se mantuvo por arriba del nivel protector hasta el dia 60, en c ontraste el grupo
manejado con la cepa vacunal mostré una disminucién en el valor de AAN al dia 14 y para
el dia 28 s e encontré por debajo del nivel protector siendo negativo a par tir del dia 45,
para el grupo inmunizado con la cepa transformante se detectaron AAN en los dias 14 y
21 con un valor menor al protector, siendo hasta el dia 90 cuando se super6 el valor de
0.5Ul.

Tabla 10. Niveles de AAN en ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad
inmunizadas con diferentes antigenos.
Grupo y Antigeno
Dias pBBR4 —CMV-gpG-SV40+ B. abortus S19 transformante B. abortus S19
Post pBBR4 —CMV-gpG-SV40+
Inmunizacién
No. Ac’s X No Ac’s X No. Ac’s X
raton (Ul/mL) raton (Ul/mL) ratén (Ul/mL)
7 36 3.7 3.62 1 0 0 68 1.3 3.6
37 0.87 2 0 69 4.1
38 6.3 3 0 70 5.6
14 39 1.72 8.14 4 0 0.136 71 1.4 1.7
40 6.4 6 0.409 72 1.9
41 16.3 7 0 73 2.0
21 42 4.7 4.3 8 0 0.240 74 1.1 1.7
43 3.9 9 0.351 75 2.1
44 4.3 10 0.370 76 1.9
28 45 14.7 7.02 11 0 0 77 0 0.36
46 5.4 12 0 78 0.3
47 0.96 13 0 79 0.8
45 48 6.4 4.15 14 0 0 80 0 0
49 5.2 15 0 81 0
50 0.87 16 0 82 0
60 51 14 2.6 17 0 0 83 0 0
52 0.8 18 0 84 0
53 5.8 19 0 85 0
90 54 0 0 20 1.1 1.91 86 0 0
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56 0 24 3.85 88 0
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Gréafica 4. Nivel de AAN en ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad inmunizados
con diferentes antigenos. Los valores son el promedio de ensayos realizados por triplicado
+ desviacion estandar. La linea representa el valor de 0.5 Ul/mL.

El pl asmido pBBR4-CMV-gpG-SV40+ y | a del ecion en el oper 6n ery se de tectaron
simultdneamente mediante P CR m Ultiple en c olonias ai sladas de ba zos de ratones
infectados con la cepa transformante B. abortus S19 pBBR4 —CMV-gpG-SV40+ o con la
cepa vacunal B. abortus S19. El plasmido y la delecion del operdn ery se identificaron en
todas las colonias evaluadas de | os dias 7 ( Fig. 18a) y 14 ( Fig. 18b) post inmunizacion
aisladas de ratones administrados con la cepa transformante; las colonias evaluadas se
tomaron al azar de diferentes ratones. Para el grupo inmunizado con la cepa B. abortus
S19; la delecién en el operdn ery se detectd en todas las colonias evaluadas en los dias
7,14, 21, 28, 45 y 60 post inmunizacion (Fig. 18c, 18d y 18e) y todas las colonias fueron
negativas para el plasmido, en este grupo se evalud una colonia de cada ratén en cada

punto de muestreo.
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Figura 18. Identificacién simultanea del plasmido pBBR4-CMV-gpG-SV40+ y de la delecién
del operdn ery en colonias recuperadas de bazo de ratones infectados con diferentes cepas
de B. abortus S19. El fragmento de 736 pb identifica el plasmido y el de 361 pb la delecién en
ery. Fig. ay b) Colonias aisladas de bazos con B. abortus S19 pPBBR4-CMV-gpG-SV40+ a los
7y 14 d.p.i. respectivamente. Carriles: MP; DNA ladder 100 pb, C+; B. abortus S19 pBBR4-
CMV-gpG-SV40+ (control positivo de plasmido y de ery) C-; B. abortus S19 (control negativo
de plasmido), 1-8 en a y 1-7 en b colonias de diferentes ratones. Fig. c, d y e) Colonias
aisladas de bazos con B. abortus S19 en diferentes d.p.i. En c: colonias aisladas a 7y 14
d.p.i., carriles 1-3 y 4-6 respectivamente, en d: colonias aisladas a21y 28 d.p.i., carriles 1-3y
4-6 respectivamente, en e: colonias aisladas a 45 y 60 d.p.i., carriles 1-3 y 4-6
respectivamente. Carriles: MP; DNA ladder 100 pb, RC; B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-
SV40+ (control positivo de plasmido y de ery), C+; B. abortus S19 (control positivo de ery),
C-; E. coli pPBBR4-CMV-gpG-SV40+ (control negativo de ery).

Ensayos de proteccion. Con los mismos antigenos y aplicando las mismas condiciones
de inmunizacion, se formaron otros grupos de ratones para evaluar la proteccién in vivo
contra rabia y Brucelosis. Para el desafio de rabia se administré la cepa virulenta CVS via
intracerebral y se det erminé el % de s obrevivencia par a cada grupo. Enel g rupo
administrado con el plasmido pBBR4-CMV-gpG-SV40+ se obtuvo una sobrevivencia de
83.3%, s eguido del g rupo m anejado c on c epa transformante B. abortus S19 pBBR4-
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CMV-gpG-SV40+ con 7 1.4%, mientras que | a sobrevivencia m as baj a c orrespondi6 al
grupo tratado con la cepa vacunal B. abortus S19 con 66.6% (Tabla 11). En la prueba de
proteccion para brucelosis, |os ratones inmunizados se infectaron a |l a cepa virulenta B.
abortus 2308 y se cuantificé la cantidad de UFC recuperadas de bazo después del
desafio. El promedio de Log UFC/bazo, para cada grupo de diez ratones fue: SBF como
control; 3.572 + 0.04309, cepa transformante; 3.338 + 0.03466 y cepa vacunal; 3.127 £
0.02741 (Grafica G). Se encontro diferencia significativa (P<0.05) entre el grupo control y

los grupos de cepa vacunal y transformante, asi como entre estos dos ultimos.

Tabla 11. Porcentaje de sobrevivencia en ratones desafiados con

virus CVS' inmunizados con diferentes antigenos

pBBR4-CMV-gpG-SV40+ B. abortus S19 B. abortus S19
pBBR4 -CMV-gpG-SV40+

83.3 (5/6) 71.4 (5/7) 66.6 (6/9)

t 10> DLRsq via intracerebral
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Grafica 5. Bacterias recuperadas de bazo en ratones desafiados con la cepa B. abortus 2308
inmunizados con diferentes antigenos. * Diferencia significativa (P<0.05) con SBF, *
diferencia significativa (P<0.05) con B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-SV40+.
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Capitulo 8

Discusion
Larabiay al br ucelosis s e c onsideran de | as pr incipales enf ermedades z oondticas,
afectan al ganado, constituyen un problema de salud animal y repercuten en la salud
humana (Monath et al.,2013) . LaB B es c ausada pr incipalmente por | a bacteria
intracelular B. abortus (Diaz, 2013). El agente etioldgico de la RPB es un virus de ARN
que contiene en s u envoltura la gpG, que induce la formacién de AAN (Cox et al., 1977;
Ross et al., 2008). Las dos enfermedades causan severas pérdidas econdmicas en el
ganado bov ino, am bas s on pr evenibles por vacunacion; paraBBlacepaS 19de B.
abortus es la vacuna mas eficiente (Nicoletti, 2010) mientras que la RPB se previene con
vacunas de virus vivo o atenuado (Rupprecht y Plotkin, 2013).
En el presente proyecto se planted desarrollar una alternativa de vacunacion
aprovechando dos circunstancias; por un lado, la generacién de un plasmido codificante
del gen de la gpG regulado por un promotor para la expresion en células eucariotas que
ademas fuera ut il par at ransformar Brucella abortus,y apr ovechar| a nat uraleza
intracelular de la cepa S19 de B. abortus para utilizarla entonces como vector para
entregar dicho plasmido en las células fagociticas que la bacteria infecta naturalmente.
Los plasmidos vacunales codifican un gen de interés que esta regulado por un promotor
fuerte par a | a ex presion en ¢ élulas euc ariotas, | os A RNm t ranscritos s e es tabilizan
mediante una secuencia de poli-A, ademas incluyen genes de resistencia necesarios para
la seleccion de |as bacterias transformadas (Gurunathan et al., 2000). En este trabajo se
construyo el pl asmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ que c odifica para la pr oteinam as
inmunogénica del virus de rabia, la gpG, el gen esta ligado al promotor de CMV para
potenciar la expresién en células eucariotas. En la construccion se incluyd una secuencia
de poliadenilacion y el origen del virus SV40 para mantener la replicaciéon del plasmido en
el hués ped. E | pl asmido c onstruido t iene | a e structura ba sica del pBBR1MCS-4, un
plasmido que se ha empleado para transformar diferentes especies de Brucella (Kovach
et al., 1995).
El gen G clonado proviene del aislado HQO01-IMSS que se obtuvo del cerebro de un nifo
que murié de rabia t ransmitida po r murciélago hem atéfago (Tesoro et al., 2008). Los
resultados de s ecuenciacién mostraron que el gen G HQO01-IMSS, tiene un t amano de
1575-pb que codifica para una proteina de 524 aminoacidos que contienen la secuencia

de los sitios antigénicos.
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La cepa vacunal B. abortus S19 se transformé exitosamente con el plasmido pBBR4-
CMV-Ggp-SV40+ sin perder su marcador de atenuacion, la delecion en el operon ery, la
cepa transformante se denomind B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. La cepa S19
ya se ha transformado con plasmidos codificantes de proteinas heter6logas (Comerci et
al., 1998; Sabio y Garcia et al., 2008; Sabioy Garcia et al., 2010), pero en todos los
casos, | a ex presion de | a pr oteina s e enc uentra b ajo | a r egulacion de un pr omotor
procariota. Como resultado de es tas i nvestigaciones se transformd por primeravez la
cepa de B. abortus con un promotor para la expresion en células eucariotas.

Después de |a transformacién se evaluod la estabilidad del plasmido mediante ensayos in
vitro e in vivo. En los ensayos in vitro, la estabilidad del plasmido se determiné siguiendo
la estrategia de Elzer et al (1995), la bacteria transformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+ se cultivd por pasajes sucesivos en medios con y sin el factor de seleccion,
losr esultadom ostraronq uel ac oncentraciondel ac epa transformante fue
significativamente m as baja en el medio complementado con antibiético que sin él, sin
embargo el crecimiento de | a cepa fue hom ogéneo cuando se cultivd en pr esencia de
antibiético. El tamano del plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ es de 9921 pb, posiblemente
es dem asiado pes ado para quelacepaS 1910 r eplique debi do al e fecto de ¢ arga
metabdlica que se produce en las bacterias que portan un plasmido, se sabe que entre
mas grande es el tamafio del plasmido se consume mas energia para mantenerloy en
consecuencia se reduce el crecimiento de la célula (Glick 1995). Cuando la cepa
transformante s e c ultivd en un m edio s in an tibidtico, s e obs ervd variabilidad en s u
crecimiento, asi como en la identificacion del plasmido, esta variabilidad puede deberse a
que si bien el plasmido confiere la habilidad para resistir circunstancias adversas no es
esencial para la viabilidad de |a bacteria, puesto que Brucella spp no contiene plasmidos
de forma natural (Crasta et al., 2008), de manera que en ausencia de presion selectiva
puede ocurrir una pérdida en parte de la poblacion.

En cuanto a los ensayos de estabilidad in vivo, la concentracién de la bacteria
transformante recuperada de bazo fue similar a los reportados anteriormente a los 7 d.p.i.
(Comerci et al., 1998, Sabioy G arcia et al., 2008). La i dentificacién s imultanea del
plasmido y de | a delecién del operon ery en colonias aisladas con y sin antibidtico, se
realizé mediante la prueba de P CR Multiple que se desarroll6 en es te trabajo y puede
aprovecharse como una herramienta util para el diagndstico diferencial entre la cepa B.

abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y cepas de campo, asi como para diferenciar entre
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animales infectados y vacunados con la cepa S19 de B. abortus. La identificacion del
plasmido pB BR4-CMV-Ggp-SV40+ en c olonias ai sladasenm edio s in ant ibidtico
demuestra su estabilidad en la cepa vacunal B. abortus S19 aun en ausencia de presion
selectiva

Se demostré la expresion de la gpG del virus rabico en células BHK-21 transfectadas con
el pl asmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, es te resultado es al entador pues to que la cepa
transformante ent regara un pl asmido funcionalal os m acréfagos des puésde s u
destruccién, de m anera que s e puede es perar un estimulo simultaneo de | a respuesta
anti-Brucella inherente a esta cepa y de la respuesta inmune contra la proteina viral. Para
evaluar esta idea, hace falta realizar ensayos de infeccién en una | inea de macrofagos y
determinar si la gpG se expresa a partir del plasmido entregado por la bacteria.

En el ens ayo de i nmunizacion de r atones s e pudo obs ervar q ue | a c oncentracién d e
bacterias recuperada del bazo asi como el peso de este érgano fueron significativamente
menores en | osr atones i nfectados ¢ on | a c epat ransformante que en| os r atones
manejados con cepa vacunal, ademas la persistencia de |a bacteria transformante en los
ratones fue mas cortaque ladel acepavacunal. Dado que la actividad del sistema
inmune para resolver la infecciéon por Brucella spp se concentra en el bazo (Golding et al.,
2001), la infeccién causada por la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ no
demandé una respuesta inmune intensa para ser eliminada.

La serologia contra B. abortus se evalué mediante la prueba de r osa de bengala que
revela Ac contra el LPS (Alton et al., 1988), la respuesta humoral anti-Brucella inducida
por la cepa transformante se presento tardiay leve al os 21 d.p.i., en contraste conla
respuesta fuertemente positiva desde 7 d.p.i. que indujo la cepa vacunal. La membrana
externa de B. abortus es marcadamente resistente a los péptidos catidnicos presentes en
los lisosomas y fluidos corporales, se sabe que mutantes deficientes en la cadena O del
LPS resultan mas sensibles a la lisis por complemento (Ko y Splitter 2003), y se ha
observado q ue c epas m utantes en el s istema de dos ¢ omponentes BvrR-BvrS, g ue
controla| ar esistenciaal os pol icationes a sociadaal c oredel LPS,r educens u
multiplicacion y persistencia en el bazo de r aton (Sola-Landa et al., 1998). La infeccion
causada por | acepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ mostro un pat ron de
replicacion similar al de cepas no virulentas mutantes en BvrS en el modelo de ratén
(Grill6 et al., 2012).
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La baja respuesta s eroldgica contra B. abortus, junto con el crecimiento reducido de | a
cepa transformante con respecto a | a cepa vacunal parental, muestran que el plasmido
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ afecta la viabilidad y antigenicidad de la cepa S19 de B.
abortus. Cuando una bacteria se transforma con un plasmido, se produce un efecto
negativo debido a la carga metabdlica que consume la energia y los precursores
requeridos para la replicacion del plasmido, la transcripcion del ARNm y la traduccién de
la proteina codificada, de manera que la sintesis de los metabolitos propios de la célula
queda limitada, incluso la expresion genética puede resultar en agregados de |a proteina
o de s us productos hidrolizados que se vuelven toxicos para la bacteria (Glick 1995). La
cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ es capaz de e xpresarel ARNmdel a
glicoproteina G , s inl legarapr oducirl apr oteinaene |c ultivo, pos iblementel| a
glicoproteina se expresa pero se degrada y algun fragmento de degradacion pudiera estar
interfiriendo con la sintesis del LPS o bloquear los sistemas de sobrevivencia. Ademas el
plasmido es de 9921 pb, mas grande que el tamafio promedio de 5 Kb, de los plasmidos
recombinantes con que se ha transformado la cepa S19 en otros trabajos (Comerci et al.,
1998; Sabio y Garcia et al., 2008; Sabio y Garcia et al., 2010).

Conrespecto al arespuestainmune antirrabica, el plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
demostré s er capaz de i nducir la producciéon de AAN en todos los ratones en un ni vel
mayor a 0.5 Ul desde los 7 d.p.i., esto es congruente con el ensayo de células BHK-21
transfectadas con dicho plasmido donde se demostré la expresién de la glicoproteina G
en células eucariotas, y concuerda con otros estudios donde el 75% de los r atones
mostraron seroconversion 7 dias después de la vacunacion génica antirrabica y todos a
los 14 dias (Bahloul et al., 1998). El nivel de AAN en el grupo de ratones manejados con
la c epa transformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se pr esentod has ta 90
d.p.i., el perfil de replicacion de esta cepa hace pensar que la carga bacteriana se reduce
rapidamente fuera de la célula y que la bacteria restante es facilmente destruida dentro de
la célula infectada, de modo que la glicoproteina G expresada a partir del plasmido
disponible representa un es timulo antigénico que r equiere mas tiempo para inducir una
respuesta. S eria nec esario det erminar el ni vel de e xpresion de | a g licoproteina G en
macroéfagos i nfectados con | a ¢ epa t ransformante, como se ha hec ho para evaluarla
utiidad de S. typhimurium y Y. pseudotuberculosis como v ectores de pl asmidos
reporteros, demostrando que solo el 0.07% de células dendriticas infectadas expresan la

proteina verde fluorescente (Dietrich et al., 2001). Los ratones donde se administro la
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cepa vacunal B. abortus también presentaron niveles de AAN mayores a 0.5 Ul desde 7
d.p.i., este efecto neutralizante pudiera deberse a mediadores de la respuesta inmune
como IFN-y y TNF-a que se liberan durante el estado de inflamacién aguda inducido
durante la infeccion por Brucella spp (Jiang y Baldwin 1993) y que ayudan también a
reducir la replicacion activa del virus (Chai et al., 2014; Barkhouse et al., 2015; Faber et
al., 2005). Esto llevaria a preguntarse si la neutralizacion encontrada en los ratones
administrados con la cepa transformante, se debe al mismo efecto de proteccion cruzada,
sin embargo, se presentd esplenomegalia leve, la neutralizacion se encontré hasta el dia
90y, desde 21d. p.i. sedejdder ecuperar bacteriade baz o, por loquesepuede
considerar que el efecto de neutralizacion se debe a AAN inducidos después de la
expresion de la glicoproteina a partir del plasmido entregado por la bacteria.

Para la prueba de desafio contra rabia se encontrd un 83.3% de sobrevivencia en el grupo
manejado ¢ on el pl asmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, de mostrando que es c apazd e
inducir una r espuesta i nmune pr otectora c ontra r abia, aun que de forma par cial. Este
resultado s e pudi era as ociar c on | a ¢ oncentracion de pl asmido, en es tos enas yos se
administraron 30 ug de pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, comparado con el trabajo de Bahloul et
al. (1998) q ue obt iene un 100% de s obrevivencia al r eto vacunandocon50 pgde
plasmido, sin embargo, Aguilar Setién et al (2008) obtiene un 100% de sobrevivencia con
solo 20 pg. Bahloul et al (1998), demostraron también que el titulo de AAN aumenta en
proporcion a | a c oncentracion de pl asmido adm inistrado, es probable entonces que el
nivel de AAN inducidos por el plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ alcance para neutralizar
al virus en el ensayo in vitro, pero sea insuficiente para resolver la infecciéon por una cepa
virulenta. En los ratones vacunados con la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+
la sobrevivencia fue de 71.4%, esta proteccion se puede as ociar a la respuesta inducida
por la glicoproteina G expresada a partir del plasmido entregado por la bacteria y no por
una proteccion cruzada puesto que esta cepa no desencadeno una respuesta inflamatoria
severa. Este resultado muestra que la cepa B. abortus S19 funciona como vector de un
plasmido v acunal antirrabico, no obs tante considerando que el plasmido per se, es de
moderado numero de c opia (Kovach et al., 1995), es necesario determinar lo que esta
afectando |la viabilidad de la cepa para aumentar |a cantidad de p lasmido entregado al
interior de la célula. Para los ratones manejados con la cepa vacunal S19 se encontré una

sobrevivencia de 66.6%, que se puede relacionar con el efecto de neutralizacion mostrado
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por los sueros de es tos ratonesy probablemente se deba a una efecto de proteccion
cruzada como el que fue demostrado Mackaness (1964), donde ratones infectados con la
cepa de B. abortus S19 q uedaron protegidos contral ai nfeccion ¢ on Listeria
monocytogenes y que | os macréfagos de es tos ratones resolvieron la infecciéon in vivo
posterior al reto con Listeria. El efecto neutralizante no s e limita a bacterias, puesto que
macrofagos humanos activados con IFN-y o LPS incrementan el grado de endocitosis y
degradacion de HIV-1 con respecto a los macréfagos no activados (Gobeil et al., 2012).
La prueba de desafio para Brucella evalud la capacidad de resolver la infecciéon con una
cepa virulenta, los resultados mostraron que el grupo con el mayor nivel de proteccion fue
vacunado con la cepa vacunal B. abortus S19, lo cual era de esperarse dado el
reconocido nivel protector contra Brucelosis para la cepa S19 (Nicoletti 2010), la menor
proteccién | a presentd el g rupo control m anejado con SBF. La ¢ epa t ransformante B.
abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, indujo una proteccion menor al de la cepa parental
y esto se relaciona con la baja respuesta seroldgica contra el LPS que se encontré en la
prueba de rosa de bengala. La cepa S19 de B. abortus ha mostrado tener el mayor nivel
protector sobre otras cepas vacunales, por lo que se ha empleado en todas las campafias
que han tenido éxito en el control de BB, y su eficiencia se debe a que induce Ac contra el
LPS que protegen contra el aborto (Godfroid et al. 2011), el comportamiento de la cepa
transformante representa una des ventaja par al os f ines de u tilizarla c omo v acuna
bivalente, es nec esario entonces det erminar | a m anera en que el pl asmido a fecta |l a
integridad de la membrana externa.

Se requiere realizar mas estudios para producir una vacuna bivalente y sabemos que las
estrategias de v acunacion ac tuales par a a mbas en fermedades e stan funcionando
adecuadamente, sin embargo vale la pena la idea de aprovechar la naturaleza intracelular
delacepaS19de B. abortus para ac tuar c omo v ector par a ent regar un pl asmido
codificante del principal antigeno del virus rabico directamente a las células presentadoras
de antigeno

Ademas una vacuna b ivalente a yudaria a aum entar | a cobertura de | as campafias de
vacunacion y a q ue | os animales podr ian q uedar v acunados c ontra do s en fermedades
aprovechando el momento en q ue el ganadero los reune. Otro beneficio adicional seria
una r educcién en | os c ostos de pr oduccion, e s m as ec onémico pr oducir una v acuna
bacteriana que solo se requiere medios inertes, en comparacion con la infraestructura

para manejar cultivos de tejidos animales que necesita una vacuna viral.
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Los resultados experimentales demostraron que Brucella spp puede aceptar y mantener
un plasmido de expresion eucariota que codifica una proteina viral, este conocimiento se
puede aprovechar para desarrollar vacunas contra otras enfermedades como diarrea viral
bovina o r inotraqueitis i nfecciosa bov ina en | as c uales | os pr incipales ant igenos s on

glicoproteinas (Brodersen, 2014; Suman et al., 2013).
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Capitulo 9
Conclusiones
El p lasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ construido en es te trabajo, es e ficiente par a

inducir la expresion de la gpG del virus de rabia en células eucariotas.

La cepa B. abortus S19 se transformé con el pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y lo mantiene

establemente in vitro e in vivo.

Lac epat ransformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ presentau n

crecimiento mas lento y en menor concentracion que la cepa parental B. abortus S19.

La cepa transformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ expresa el gen de |la

gpG del virus rabico en condiciones in vitro.

El plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ afecta la viabilidad de la cepa B. abortus S19 ya
que és ta presentd un perfil de r eplicacién s imilar al de ¢ epas no -virulentas en el

modelo de raton.

El plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ afecta la antigenicidad de la cepa B. abortus
S19 puesto que la cepa transformante indujo una respuesta anti-Brucella débil y tardia

en el modelo murino en comparacion con la cepa vacunal B. abortus S19.

El plasmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ induce la produccion temprana de anticuerpos
antirrabicos neutralizantes en ratones BALB/c y genera una al ta respuesta protectora

contra el desafio de rabia.
La cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ induce tardiamente la produccién de

anticuerpos antirrabicos neutralizantes y g enera una pr oteccion intermedia contra el

desafio de rabia.
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Capitulo 10

Perspectivas
Se requiere c omprobar | a e xpresion de | a g pG del virus rabico en células en ¢ ultivo
infectadas c on | a ¢ epat ransformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ para
evaluar su utilidad como vector.
Es necesario determinar la ubicacion de la gp G en las células infectadas con la bacteria
B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, los resultados ayudarian a conocer si la gp G
esta interfiriendo con la sintesis de la membrana externa de B. abortus S19 y explicaria la

débil respuesta anti-Brucella inducida por la cepa transformante.
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Anexo 1

Preparacion de semillas de B. abortus S19 y B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-
SV40°".

Las cepas de B. abortus S19 y B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-SV40" se sembraron en
AST y AST -Amp r espectivamente y s e i ncubaron has ta obt ener colonias ai sladas, s e
preparé un pre-cultivo en CST, con y sin antibiético segun la cepa, tomandose 1 colonia
por cada mL de m edio y se incubo por 48 hr s, posteriormente se preparé el cultivo de
cada cepa en una relacion 1:50 (pre-cultivo/CST) y se incubd hasta obtener una DOggp=1.
Se prepararon alicuotas de 1 m1 con glicerol al 10% y se conservaron en congelacién a -
70°C, cada alicuota se considerd una semilla. Cada cultivo se sembré en Agar Sangre de
Carnero (ASC) para verificar la ausencia de contaminacion. Una semana después de la
congelacion, se tomaron al az artres s emillas par a c alcular U FC/mL, el promedio s e
considero el titulo de las semillas para todo el lote, cada semilla se sembré en ASC para
descartar contaminacién durante envasado. La concentracién de la cepa B. abortus S19
fue de 319.83x10” UFC/mL y la de B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-SV40* fue 143x10’
UFC/mL
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Anexo 2
Determinacién de Ac antirrdbicos neutralizantes mediante la prueba de
Reduccién rapida de focos fluorescentes.

El suero obtenido para determinacion de AAN fue inactivado a 64°C por 30
min. Se hicieron crecer células BHK-21 en una botella de cultivo hasta presentar
una capa confluente. Posteriormente, se despegaron con 1 mL de tripsina-verseno
0.3%, después seagrego 15 mLde M EM al 10% S FB par a r esuspender | as
células. De ésta suspension se colocaron 100 uL en cada pozo de una placa de
96 pozos de fondo plano. Esta placa se incubd por 24 horas, 37°C en atmosfera
humeda con 5% de CO, para obtener monocapas 100% confluentes en cada uno
de los pozos. En otra placa de 96 pozos de fondo plano (placa de neutralizacién),
se hicieron las diluciones de los sueros a titular colocando en cada pozo 100 pL de
MEM sin suero como diluyente, excepto en los controles de células a los cuales se
le agregaron 150 yL de MEM sin suero. Se realizaron cuatro diluciones triples (1:9,
1:27,1:81y 1:243). Con el suero de referencia (g hum ana antirrédbica con 10
Ul/mL) se hicieron ocho diluciones triples (1:9, 1:27, 1:81, 1:243, 1:729, 1: 2187,
1:6561 y 1:19683). Se adicioné a cada pozo 50 L de virus rabico cepa PV que
presentaba un titulo de 30 —40 unidades f ormadoras de f ocos f luorescentes
aproximadamente, excepto los controles de las células. La placa de diluciones se
incubo por 1 hora, 37°C en atmosfera himeda con 5% de CO,. Se sacaron ambas
placas de | a incubadora y una vez que se observo que el estado de las células
fuera normal y que la monocapa celular fuera confluente, se aspiré suavemente el
sobrenadante de | as células y se le cambid p or las diluciones de |a placa de
neutralizacion. Por ultimo se agregaron 50 yL de MEM sin suero a cada pozo y se
incubo a 37° C en atmosfera humeda con 5% de CO, durante 24 horas. Para fijar
las células s e utilizé un a solucién de ac etona al 80% diluida con al cohol etilico
(almacenada a -20°C) (aproximadamente 150 uL en cada pozo), durante 30
minutos a -20°C, después se desechd la acetonay se dejo secar al aire. Enla
tincion de los focos de replicaciéon viral se utilizaron 40 uL de conjugado
fluorescente antirrabico por pozo, se incubd por 30 minutos a 37°C en atmosfera
hameda, se lavdé con agua corriente y se le adicionaron 80 pL de un liquido de
montaje (50% glicerol-50% P BS pH 7.2, ajustado a pH 8. 3). Se observo en el

microscopio i nvertido de | arga di stancia focal con|ampara UV par a realizar el
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conteo de focos fluorescentes. Los datos se analizaron por el método de Reed y

Muench para determinar el titulo de anticuerpos que presentaba cada suero.
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