medigraphic Avlemigs

Biogumia

Articulo original
Inmunologia

Las vacunas génicas (ADN): ¢Pueden sustituir
a las convencionales para el control de la rabia?

Alvaro Aguilar-Setién,* Emiliano Tesoro-Cruz,*** Ménica Salas-Rojas,*
Rogelio Alonso-Morales, *** Francisco Blanco-Favela*

RESUMEN

ABSTRACT

Con el objeto de probar la viabilidad de una vacuna génica
(ADN desnudo) contra la rabia se construyé el plasmido va-
cunal (pGQH) insertando el gen que codifica para la glico-
proteina de rabia (aislado HQO01-IMSS), en el vector de ex-
presiéon pCI-neo. El plasmido pGQH fue multiplicado en E.
coli DH10B, purificado mediante cromatografia de inter-
cambio aniénico. Ratones BALB/C adultos fueron vacuna-
dos por la via intramuscular (IM) con 20 ug del plasmido
pGQH y posteriormente desafiados (via intracerebral, IC)
con virus patégeno CVS (100LD50%) a los 90 dias postva-
cunacién. A partir del dia 30 postvacunacién, se observo
una seroconversién superior a las 0.5 unidades internacio-
nales (UI) en los ratones vacunados y éstos resistieron el de-
safio con virus CVS. Sin embargo, se encontré que el proce-
so de purificaciéon del plasmido es laborioso y requiere de
simplificacién para que la vacuna génica sea competitiva. Se
sugieren estrategias de simplificacién.

To test the viability of a genic vaccine (naked DNA) against
rabies, the vaccinal plasmid (pGQH) was constructed by
inserting the gene that codifies for the rabies glycoprotein
(isolate HQOI-IMSS), in the pCIl-neo expression vector. The
pGQH plasmid was multiplied in DHI0B E. coli, purified
by chromatography of anionic exchange. Balb/C adult mice
were vaccinated intramuscularly (IM) with 20 ug pGQH,
and 90 days post-vaccination, they were challenged (intrac-
erebral route IC) with pathogen virus CVS (100LD50%).
From day 30 on, seroconvertion higher than 0.5 interna-
tional units (IU) was observed in the vaccinated mice and
they resisted the challenge with the CVS virus. However, it
was found that the purification of the plasmid is difficult
and requires to be simplified to make the genic vaccines
easier to produce, and therefore market-competitive. Some
sitmplification strategies are suggested.
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INTRODUCCION

Las vacunas génicas (ADN), representan una nueva
modalidad que puede superar algunas de las principa-
les inconveniencias de las vacunas tradicionales: se-
guridad, eficacia y bajo costo de produccion. En lugar
de incluir al agente infeccioso (atenuado o muerto) o
proteinas del mismo, las vacunas génicas estan cons-
tituidas por genes que codifican antigenos clonados
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en plasmidos - pequenos anillos de ADN de doble ca-
dena (producidos en gran escala por bacterias) - inca-
paces de producir infeccién, pero que al ser inocula-
dos expresan antigenos en la célula huésped.'?

Las vacunas génicas pueden acarrear genes que
codifican una o mas proteinas antigénicas de uno o
varios agentes patégenos y que son capaces de indu-
cir inmunidad protectora; ademas, se pueden incluir
genes que potencian la respuesta inmune.
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Los genes de los antigenos elegidos, son aquellos
que estimulan eficientemente el sistema inmune y son
expresados en su oportunidad por el huésped después
de que el ADN penetra el nticleo de una célula del in-
dividuo vacunado. Los antigenos asi producidos se
presentan al sistema inmune de dos maneras: a)
emergen de las células transfectadas y son detecta-
dos, procesados y presentados al sistema inmune, por
macréfagos y otras células presentadoras de antige-
no, acopladas a moléculas del complejo mayor de his-
tocompatibilidad (CMH) clase II; b) se fraccionan en
el citoplasma y son presentados en la membrana celu-
lar, ahora con moléculas del CMH clase I. Asi, una va-
cuna génica genera una respuesta inmune completa,
en cuanto a inmunidad humoral y celular, que en
ocasiones no se obtiene con las vacunas tradiciona-
les, sobre todo con las vacunas de virus "muertos" o
subunidades, que suelen carecer de una presentacion
de antigenos por moléculas del CMH clase I.+7

Las ventajas principales que presentan las vacu-
nas génicas sobre las vacunas tradicionales son: 1)
durante su produccién y su uso no se maneja al
agente patégeno, lo que garantiza mayor inocuidad;
2) la producciéon es mas simple y econémica. Las va-
cunas tradicionales requieren de insumos caros y so-
fisticados para el cultivo in vitro de células animales,
en tanto que las vacunas génicas sélo necesitan me-
dios inertes para el cultivo de bacterias que fabrican
masivamente los plasmidos. 3) Dado que la vacuna
génica es ADN, éste es muy estable a temperatura
ambiente, por lo que tedricamente no se requiere una
estricta cadena fria para su manejo y distribucién.
Estas caracteristicas hacen a las vacunas génicas, ex-
celentes opciones de produccién en paises en vias de
desarrollo.!?

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) infor-
ma que cada 15 minutos muere una persona en el
mundo victima de la rabia, lo que implica 35,000
muertes anuales debidas a esta enfermedad. En estos
casos no solamente se considera al perro, incluye a
otros animales, sin embargo, este animal sigue sien-
do el principal transmisor de la rabia a humanos. La
mayoria de los casos se presentan en los paises en
vias de desarrollo de Asia, Africa y América Latina
en donde en ocasiones no se pueden implementar las
campanas de vacunacién debido al alto costo de pro-
duccién y/o de importacién de las vacunas producidas
de manera tradicional.®

En México, asi como en otros paises de la América
Latina como Brasil, la rabia transmitida por el perro
est4 siendo controlada por medio de la vacunacion in-
tensiva de dicha especie. En nuestro pais se aplican
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alrededor de 14,000,000 de dosis al ano.’ Estas cam-
panas son onerosas debido al alto costo de las vacu-
nas tradicionales (aproximadamente 5 pesos por do-
sis, sin contar los gastos que implican las estrategias
de su aplicacién). En estos paises, es necesario man-
tener el nivel de la vacunacion del perro (al menos en
forma temporal) a fin de que las tendencias de elimi-
nacién de los casos humanos no reviertan. La utiliza-
cién de la vacuna génica en dichas campanas podria
abaratar considerablemente el costo de las mismas,
ya que para su produccion, no se requieren de insu-
mos caros para el cultivo de células animales in vi-
tro. Un biolégico barato y seguro, permitiria también
que paises, o regiones, que no han iniciado campanas
de vacunacion por el costo tan alto que representan
las vacunas tradicionales, puedan iniciarlas.

En México no se ha ensayado esta tecnologia, ni
evaluado las posibilidades de su aplicacién y por lo
mismo no se ha detectado la problematica experimen-
tal e industrial asociada a este tipo de biolégicos. En
el presente articulo se discuten los primeros resulta-
dos de la construccion, antigenicidad y produccién de
una vacuna génica contra la rabia desarrollada en
México; también se senalan algunos de los problemas
que plantea su produccién industrial.

MATERIAL Y METODOS
Virus y células

En las pruebas de seroneutralizacion viral se utilizo
la cepa PV (Pasteur Virus), donada por el Instituto
Pasteur de Paris a nuestro laboratorio en 1992. Para
las pruebas de desafio, se utilizé virus CVS (Challen-
ge Virus Standard). Para la clonacién del gen que co-
difica para la proteina G del virus de la rabia, se uti-
liz6 virus de rabia HQO01-IMSS aislado de un nino
que muri6 de rabia transmitida por un quiréptero
hematdéfago (vampiro comtn, Desmodus rotundus).*

Se usaron células BHK21 (rinén de hamster) y
CHO (ovario de hamster) que fueron cultivadas en
medio Glasgow (In vitro, México) y F12 HAM (In vi-
tro, México) respectivamente, suplementados con
suero fetal bovino (SFB) (10% durante la fase de
multiplicacién y 2% durante la fase estacionaria), an-
tibidticos y antimicéticos. Las células BHK 21 se uti-
lizaron para las pruebas de seroneutralizaciéon y para
replicar el virus PV. Las células CHO se emplearon
para los experimentos de transfeccién celular in vi-
tro.!! Para propagar los virus CVS y HQO1-IMSS se
utilizaron ratones lactantes (4 -7 dias) BALB/c de
ambos sexos. (vide infra).
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Construccion del plasmido vacunal

El plasmido vacunal (pGQH) fue construido tomando
como base el procedimiento descrito por Bahloul y
col. en 1998.12 Por medio de transcripcion reversa y
amplificacién por la reaccién en cadena de la polime-
rasa (RT-PCR), a partir de ARN obtenido de cerebros
de ratones infectados con el virus rabico de la cepa
HQO01-IMSS, se amplific6 un fragmento de 1,576 pb,
que contiene la totalidad del gen que codifica para la
glicoproteina G. Este fue amplificado con iniciadores
que tienen un sitio de reconocimiento para la endo-
nucleasa de restricciéon Xbal (iniciador sentido: 5’
TTC TAG AGS MAM SAT GGT TCC KCA RGC TCT
3’; iniciador reverso: 5° ATT CTA TCA CAG TCY
RGT CTC ACC CCC 3’). Este fragmento fue en un
principio clonado en el plasmido pUC19 en el sitio
Smal al cual se le habia adicionado colas de timidi-
na. Posteriormente a partir del ADN del plasmido el
fragmento fue liberado por digestién con la endonu-
cleasa Xbal. Este fragmento fue purificado a partir
de un gel de agarosa al 1% y ligado al plasmido pCI-
neo que previamente habia sido digerido con la mis-
ma endonucleasa de restriccion y desfosforilado. El
plasmido pCI-neo (Promega Corporation, Madison,
WI. EUA) es un vector comercial de expresién en cé-
lulas de mamifero que porta la region promotora del
citomegalovirus humano, éste permite la expresién
constitutiva de los genes clonados. El vector pCl-neo
contiene también la senal de poliadenilacion del virus
SV40 y genes de resistencia a la neomicina en siste-
ma de células eucariotes y a la ampicilina para célu-
las bacterianas.

Produccién del plasmido vacunal

El plasmido vacunal fue propagado en la cepa bacte-
riana DH10B de Escherichia coli. Las bacterias se cul-
tivaron en medio de Luria (triptona 1%, extracto de
levadura 0.5% y NaCl 1%) adicionado con ampicilina
(100 ug/mL) en volumen de 2.5 litros. Después de 24
horas de crecimiento, el plasmido vacunal fue purifica-
do utilizando el sistema comercial Endofree Plasmid
Giga Kit (Quiagen®) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente la bacteria se cosecha por cen-
trifugacion. Esta se lisa alcalinamente y el ADN cro-
mosomal es eliminado por filtracién. El extracto bacte-
riano es tratado para la eliminacién de endotoxinas.
Finalmente, el ADN plasmidico es purificado en co-
lumnas de intercambio iénico (DEAD-silica).

En este trabajo se evalu6 la capacidad de retenciéon
del ADN plasmidico en las columnas con DEAE-silica
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en comparacion a la resina Q Sepharosa XL® (Phar-
macia). Para esto se hizo pasar diferentes cantidades
de ADN (50, 100, 150 y 200 pg) por 1 mL (DEAE-sili-
ca) y 0.2 mL (Q Sepharosa XL) de volumen de la re-
sina y se evalud por electroforesis en geles de agarosa
al 1% en qué punto el ADN no era retenido. Asi mis-
mo se cuantific6 el ADN plasmido retenido en la co-
lumna.

Tansfeccion in vitro de células CHO con el
plasmido vacunal

La capacidad del plasmido vacunal (pGQH) para in-
ducir la expresion de la proteina G del virus de la ra-
bia, fue comprobada mediante transfeccion de células
CHO in vitro, por el método calcio/fosfato, utilizando
un juego comercial (Sigma CA-PHOS) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En botellas de poliestire-
no, de 9 cm?de superficie, con fondo deslizable, (slide
flask) (In vitro) se sembraron células CHO a una
concentraciéon de 2 X 10° células/mL, en medio F12
HAM (In vitro) suplementado con SFB (In vitro).
Después de 20-24 horas de incubaciéon a 37 °C (80%
de confluencia celular), el medio de cultivo se deseché
y se realiz6 la transfeccion con 5 uL del plasmido va-
cunal a una concentraciéon de 1 ug/mL, adicionado
con 6 uL de CaCl, (0.125 M) (Sigma) durante 16 ho-
ras. Posteriormente, el medio de transfeccion fue reti-
rado y se cambi6 por medio F12 HAM suplementado
con 10% de SFB. Después de 48 horas de incubacién
a 37°C, la expresion de la proteina G del virus de la
rabia, en las células CHO transfectadas, se revel6 me-
diante la utilizaciéon de un anticuerpo policlonal con-
jugado a la fluoresceina, obtenido en un conejo hiper-
inmunizado con vacuna contra la rabia de uso
humano Verorab®. Una vez tenidas con el anticuerpo
fluorescente, las células fueron observadas en un mi-
croscopio confocal Carl Zeiss LSM 510°.

Inmunizacion de ratones

El plasmido vacunal obtenido fue inoculado en
el musculo tibial de 10 ratones BALB/C hembras
(6-8 semanas de edad) a razén de 20 ug de plasmi-
do (en 50 uL de PBS) por animal. Se utilizaron
como control 10 ratones de las mismas caracteris-
ticas, a los cuales se les inyecté tnicamente 50 uL
de PBS. Los animales (vacunados y controles) fue-
ron sangrados antes y después (dias 30, 45 y 60)
de la inoculacién del plasmido, para la detecciéon
de anticuerpos antirrabicos.
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Pruebas serolégicas

La deteccion de anticuerpos contra la glicoproteina
(proteina G) del virus de la rabia en los ratones in-
munizados se realiz6 por medio de las pruebas de se-
roneutralizaciéon e inmunotransferencia (Western
blot). Las pruebas de seroneutralizaciéon se llevaron
a cabo por medio de la técnica rapida de reduccion de
focos fluorescentes siguiendo el procedimiento descri-
to.1617 Los titulos virus-neutralizante obtenidos para
cada suero se expresaron en unidades internacionales
(UD), utilizando como referencia un suero estandar
con titulo establecido de 5 Ul. Las pruebas de Wes-
tern blot se hicieron utilizando virus de rabia cepa
PV purificado en gradiente de sacarosa,!® el cual se

1 2 3 4 5

pCl-neo

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa en donde se monito-
rean los pasos de la purificacién del plasmido. En el carril 1 se
muestra lisado bacteriano crudo y libre de ADN cromosomal
antes del paso por la columna. En el carril 2 se muestra el fil-
trado de lisado por la columna de intercambio iénico. En el
carril 3 se muestra el lavado de la columna. En el carril 4 se
muestra la elucién del plasmido de la columna y en el carril 5
el plasmido después de haber sido precipitado y suspendido.
pCl-neo = vector de expresién.
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sometié a electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones reductoras (SDS/PAGE). Posteriormente
los polipéptidos separados del virus se transfirieron a
papel de nitrocelulosa, el cual fue bloqueado con una
solucion al 5% de albimina sérica bovina. Después de
lavado, el papel de nitrocelulosa se incubé con una
dilucién 1:40 de cada uno de los sueros de los ratones
inmunizados. La detecciéon de anticuerpos contra la
glicoproteina de rabia se revel6 utilizando un conju-
gado peroxidasa anti-Ig G de ratén y diaminobencidi-
na como cromégeno.!®

Desafio

Con el objeto de probar la capacidad de la vacuna géni-
ca para conferir proteccién contra la rabia (antigenici-
dad), los ratones vacunados y controles fueron desa-
fiados con una inyeccion intracerebral de 100 DL50 de
virus CVS, 75 dias después de la vacunacion.!?

RESULTADOS
Produccion de la vacuna génica

La cantidad de masa bacteriana (biomasa) obtenida en
promedio a partir de 2.5 litros de medio de cultivo fue
de 8.1 + 4 g. La cantidad de ADN plasmidico puro, ob-
tenido de esta biomasa fue de 0.8 a 4.5 mg con un pro-
medio de 3.5 mg, considerando 10 ciclos de purifica-
cion. En la figura 1 se muestra la electroforesis en gel
de agarosa (1%) de las muestras obtenidas en los dife-
rentes pasos de la purificacion del plasmido utilizando
el equipo comercial Qiagen® (filtracién para elimina-
cién de ADN cromosomal, lavado y elucién). La capa-
cidad de retencion de las columnas utilizadas (Qiagen
y Q Sepharosa XL con base en 1y 0.2 mL de resina
respectivamente) para la purificacion del plasmido va-
cunal se presenta en la figura 2. Puede observarse que
en ningan caso se rebasa la capacidad de 150 pg de re-
tencion. Con base en los resultados de producciéon, ob-
tenidos en el laboratorio, se elaboré el cuadro I en
el que se exponen los diferentes voldmenes que se usa-
rian en la fabricacién de la vacuna a escala industrial
(volimenes de 2.5, 10, 20 y 100 litros).

Funcionalidad de la vacuna génica

En las células CHO que fueron transfectadas con el
plasmido vacunal, se detect6 la expresion de la pro-
teina G del virus de la rabia utilizando un anticuerpo
de conejo hiperinmunizado contra el virus de la ra-
bia, conjugado a la fluoresceina (Figura 3).
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. La figura 4 senala los resultados de la seroconver-
) ] Resina sién de los ratones inmunizados con la vacuna géni-
Resina Qiagen | Q sepharosa XL ca. Se puede observar que, a partir de los 30 dias, se
rebasa en promedio 0.5 Ul (requisito minimo de la
OMS para ser considerada una inmunizacién exito-
sa) y a los 60 dias se rebasa 1.0 Ul Todos los sueros
de los ratones inmunizados con la vacuna génica to-
mados a los 60 dias después de la vacunacion, reco-
nocieron la glicoproteina del virus de la rabia en las
pruebas de Western blot (Figura 5), mientras que
solo dos fueron positivos de los colectados al dia 30 y
ninguno de los obtenidos al dia 15 lo hicieron.

El 100% de los ratones vacunados con la vacuna
génica sobrevivieron al desafio, (inyeccién intracere-
bral de 100 DL50 de virus CVS); mientras que todos
los ratones controles, no vacunados, enfermaron de
rabia y sucumbieron ante dicho reto.

IResina Qiagen Resina

Q sepharosa XL

DISCUSION

M 1 2 3 4112 3.4

Los resultados obtenidos nos muestran que la cons-
trucciéon y produccion de una vacuna génica es posi-
ble en nuestro medio y, al igual que otros reportes,'2141°
se demuestra que la vacunacién génica es eficaz (Fi-
guras 4y 5). Sin embargo, se encontré6 que el proceso
de purificacion del plasmido es particularmente criti-
co en la produccién de la vacuna. Se evalué un siste-
ma de purificacion de ADN de plasmidos comercial
(Qiagen®). Este sistema es el mas usado en trabajos
previos, ya que proporciona un protocolo sencillo y
todos los reactivos necesarios para la obtencion de
las diferentes cantidades de ADN (50, 100, 150 y 200 ug, res- ADN libre de eI_ldOtOXIHaS‘ ConSIS_te. en Pro_tOCOIOS
pectivamente). En los carriles de abajo se observan las elucio- Préviamente existentes en el dominio publico, que
nes del ADN plasmido de las columnas respectivas. se basan en la lisis alcalina de la masa bacteriana

Figura 2. Electroforesis en agarosa al 1% en los carriles 1 al 4
de la parte superior del gel, los filtrados por las columnas de

Cuadro I. Volimenes hipotéticos a manejar en la produccion industrial del pldsmido vacunal (pGQH).

Volumen de fermentaciéon

Pasos Etapas 2.5 L 10L 20L 100 L
Crecimiento bacteriano Biomasa 8.1 gm 32.4 gm 64.8 gm 3,240 gm
Lisis celular Suspension celular 100 mL 400 mL 800 mL 4,000 mL
Lisis 100 mL 400 mL 800 mL 4,000 mL
Neutralizacién 100 mL 400 mL 800 mL 4,000 mL
Volumen total a manejar 300 mL 1,200 mL 2,400 mL 12,000 mL
Eliminaciéon Diametro del filtro 8.5 cm 34 cm 72 cm 340 cm 6 5X 72 cm
del ADN cromosomal Centrifugaciéon en botellas
de 500 mL 1 botella 4 botellas 8 botellas 40 botellas
Volumen de columna 20 mL 80 mL 160 mL 800 mL
Lavado 200 mL 800 mL 1,600 mL 8,000 mL
Purificacién plasmido Eluido 35 mL 140 mL 280 mL 1,400 mL
Rendimiento 1.4 mg/L 3.5 mg 14.3 mg 14.3 mg 143 mg
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Figura 3. Inmunofluorescencia de la proteina G del virus de la
rabia, producida por células CHO, 48 horas después de la
transfeccién con el plasmido vacunal (pGQH). A: Imagen
confocal de la fluorescencia. B: Optica de Nomarski de la mis-
ma imagen en donde se pueden ver las células. Las flechas in-
dican las células positivas.
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(biomasa) y centrifugacion, o filtracion para la remo-
cion del ADN cromosomal. El sistema proporciona
un compuesto que elimina las endotoxinas y emplea
una columna con una resina de intercambio aniénico
(DEAE acoplado a particulas de silica) para concen-
trar y purificar el ADN del plasmido. En la columna
se lavan todos los contaminantes y el ADN del plas-
mido se eluye al aumentar la fuerza iénica.

En algunas preparaciones en donde se pudieron
obtener buenos niveles de amplificacion del ADN
plasmidico (4.5 mg) se observé que la resina del equi-
po de Qiagen® fue incapaz de retener todo el plasmi-
do producido. Debido a lo anterior, se efectuaron ex-
perimentos para evaluar la capacidad de retenciéon de
ADN plasmidico de la resina de intercambio i6nico
del estuche de Qiagen®, asi como de la resina Q se-
pharosa XL. Para esto se pasaron diferentes cantida-
des de ADN (50, 100, 150 y 200 ug) por la resina de
Qiagen® y por la resina Q sepharosa XL. En ambos
casos 150 ug fueron retenidos en su totalidad, mien-
tras que 200 pug desbordaron la capacidad de las dos
resinas (Figura 2). Sin embargo, podemos afirmar
que la resina Q sepharosa XL es méas adecuada para
una produccién industrial, ya que tiene una mayor
capacidad, pues se utilizé6 en menor volumen (0.2
mL) que el de la resina Qiagen® (1 mL). El cuadro I
nos muestra los volimenes que se tendrian que ma-
nejar extrapolando los resultados obtenidos en el la-
boratorio a una produccién industrial (10, 20 y 100
litros). Las dificultades notables son: la cantidad de
botellas de 500 mL a centrifugar (40 en el fermenta-
dor de 100 litros), y el diametro de los filtros a utili-
zar en la etapa de eliminacién del ADN cromosomal
(340 cm en el fermentador de 100 litros). Estos filtros
no existen en el mercado y habria que construirlos.
Por otro lado, la cantidad de plasmido vacunal puro
obtenido en el fermentador de 100 litros seria de tan
s6lo 143 mg. En un trabajo previo se reporta 100 ug
de plasmido como una dosis eficaz para proteger al pe-
rro contra la rabia;!'® esto quiere decir que el fermenta-
dor de 100 litros produciria en un proceso de fermen-
tacion (“corrida”) 1,430 dosis de vacuna, lo que por
otro lado significa un manejo impractico de mas de
200 corridas para 300,000 dosis. Sin embargo, se ha
observado que se pueden utilizar dosis menores a los
100 pg (dosis escogida en forma arbitraria) como vacu-
na si se utilizan adyuvantes®?3 o si la vacuna se admi-
nistra por via subcutanea en la punta de la oreja, la
cual resulta superior a la aplicaciéon intramuscular.?

En resumen, podemos mencionar dos puntos cri-
ticos en la produccién industrial de una vacuna gé-
nica: 1) las etapas de purificacion del plasmido (ar-
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Figura 4. Induccién de anticuerpos virus-neutralizantes hacia
el virus de la rabia (cepa PV) en ratones inmunizados con el
plasmido vacunal (pGQH). Titulos expresados en unidades in-
ternacionales (Ul).

duas); 2) la gran cantidad de plasmido puro necesa-
rio por dosis. Las estrategias para solucionar estos
problemas pueden ser de diversa indole. En primer
lugar podria reducirse la dosis a utilizar mediante el
uso de adyuvantes que aumenten la eficacia de la
transfeccién, o que incrementen la respuesta inmu-
ne.?’? La via de administracién podria también in-
fluir en la cantidad de plasmido.?* La reduccién de la
dosis de plasmido vacunal volveria al sistema mas
agil y practico al reducir el nimero de “corridas” de
fermentacion y de procesos de purificacién. En se-
gundo lugar podria eliminarse por completo la etapa
de purificacién del plasmido, utilizando a la bacteria
directamente como vector de transfeccion. Esta se-
gunda posibilidad eliminaria lo mas arduo del proce-
so de produccién, que es la etapa de purificacion y
s6lo conservaria la parte mas simple y barata del
proceso que es la multiplicacién de la masa bacteria-
na.? Hay que considerar también que la composi-
cion del medio de cultivo y las condiciones de fer-
mentaciéon tienen una fuerte influencia en los
niveles de plasmido que se obtienen de la biomasa.?®
El manejo de uno o varios de los factores menciona-
dos previamente podria llevarnos a superar algunos
de los puntos criticos de produccién industrial de la
vacuna génica, colocandola en posibilidad de compe-
tir con las tradicionales.

En estudios previos hechos con diferentes vacunas
génicas antirrabicas, en diferentes especies (ratones,
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gp67

Figura 5. “Western blot”, efectuado con sueros de ratones in-
munizados con el plasmido vacunal (pGQH), tomados a los
60 dias posteriores a la inmunizacién (3,4). Control negativo
(1,2). Proteina G (gp 67).

perros y primates no-humanos),'>*?7 se utilizaron
plasmidos que codifican para la glicoproteina (proteina
G) del virus de la rabia procedente de animales terres-
tres (rabia de ciclo terrestre, cepas CVS, ERA y PV).
En este trabajo se utilizé6 un plasmido que codifica
para la proteina G de un aislado procedente de murcié-
lago hematéfago D. rotundus (aislado HQ01-IMSS). Si
bien se ha demostrado que las diferentes vacunas pro-
tegen bien contra virus patégenos, sin importar la
procedencia de uno o la otra,'? se recomienda utilizar
virus homoélogo en los brotes de rabia. Por esta razon,
el construido mexicano se hizo considerando las ten-
dencias actuales en el pais de disminucién de la rabia
del perro (ciclo terrestre) y aumento en importancia
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de la rabia del murciélago hematéfago (ciclo aéreo)
que provoca alrededor de 10,000 muertes por rabia pa-
ralitica bovina en el ganado.
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