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RESUMEN

El herpesvirus bovino-1 (BHV-1) es un virus de genoma DNA perteneciente a la familia
Herpesviridae, el cual afecta al bovino en el que provoca un amplio espectro de mani-
festaciones clinicas y pérdidas econémicas. El principal componente inmunogénico de
su envoltura es la glicoproteina D (gD), la cual ha sido caracterizada y utilizada como
inmundgeno en distintos sistemas de expresion. El objetivo de este trabajo fue generar un
poxvirus recombinante (Raccoonpox [RCN]) que expresara una versién truncada de la gD
del BHV-1 para ser usado como inmundgeno. Para ello, se amplificé el gen que codifica
para la versién truncada de la gD, la cual se cloné en el pldsmido de transferencia pTK/
IRES/tpa que posee sitios de homologia a la timidinakinasa del poxvirus, un sitio interno
de entrada al ribosoma (IRES) y una sefial secretoria (tPA), generando el constructo
pTK/gD/IRES/tpa. Para generar el RCN recombinante, se tomaron células BSC-1, se in-
fectaron con una cepa Silvestre del RCN (CDC/V71-I-85A) a un indice de multiplicidad
de infeccién de 0,05 y se transfectaron con el constructo pTK/gD/IRES/tpa; generandose
diferentes poblaciones virales con y sin el gen de interés. Para seleccionar los virus
recombinantes que expresaban el gen de interés, se realizé una seleccién de recombinantes
negativos para timidina kinasa y positivos para la gD por tres rondas de purificacién de
placas en monocapas de células RAT-2 las cuales son mutantes para timidina kinasay en
presencia de bromodeoxiuridina. Los virus recombinantes se confirmaron por PCR y
secuenciacién de nucledtidos y se denominaron RCN-gD.

Palabras clave: bovino, clonacién molecular, rinotraqueitis, vacunas, virus, vectores
genéticos.
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ABSTRACT

Bovine Herpesvirus-1 is a DNA virus belonging to the family Herpesviridae, which affects
cattle, causing a wide spectrum of clinical manifestations and economic losses. The main
immunogenic component is its envelope glycoprotein D (gD), which has been
characterized and used as immunogen in different expression systems. The aim of this
work was to generate a recombinant poxvirus (Raccoonpox [RCN]) expressing a truncated
version of BHV-1 gD to be used as a vaccine. To do this, it was amplified the gene for a
truncated version of gD which subsequently was cloned in transfer plasmid PTK/IRES/tpa
which has homology to sites of poxvirus thymidine kinase, an internal site of ribosome
entry (IRES) and a secretory signal (tPA), generating the construct PTK/gD/IRES/tpa. To
generate the recombinant RCN, we took BSC-1 cells and we infected with a wild type
RCN (CDC/V71-1-85A) at a multiplicity of infection of 0.05, then cells were transfected
with the construct PTK/gD/IRES/tpa, generating different viral populations with and
without the gene of interest. To select recombinant viruses expressing the gene of interest,
we performed a selection of recombinant thymidine kinase negative and positive for gD
by three rounds of plaque purification on RAT-2 cells monolayers which are thymidine
kinase null and using bromodeoxyuridine. Recombinant viruses were recovered and
confirmed by PCR and nucleotide sequencing and so called RCN-gD.

Keywords: Cattle, molecular cloning, rhinotracheitis, genetic vectors, vaccines, virus.
INTRODUCCION

El herpesvirus bovino es un virus de genoma DNA perteneciente a la familia
Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvinae (Wyleretal., 1989); el cual posee una amplia
diversidad de cepas, las cuales son serolégicamente indiferenciables. Sin embargo, con
base en el andlisis del genoma con endonucleasas de restriccién y sus respectivos pa-
trones de migracion, se han clasificado en tres subtipos: BHV-1.1, BHV-1.2a, BHV-1.2b
(Wyleretal., 1995). Los subtipos anteriormente conocidos como BHV-1.3ay BHV-1.3b
han sido reclasificados como BHV-5, el cual presenta un alto potencial neuropato-
génico (Blchen, 1995).

El BHV-1 afecta naturalmente al bovino, especie en la que provoca un amplio espectro
de manifestaciones conocidas como rinotraqueitis; vulvovaginitis pustular infecciosa,
balanopostitis, conjuntivitis, aborto, enteritis y encefalitis. La distribucién de la infeccién
es mundial y la prevalencia de reactores serolégicos indica que practicamente todos los
bovinos mayores de tres afios han estado en contacto con el virus (Pidone et al., 1999).
En Colombia, se han realizado diferentes estudios seroepidemiolégicos, los cuales ade-
mds de demostrar la extensién de la infeccién, han permitido el aislamiento de algunas
cepas nativas, las cuales fueron aisladas a comienzos de los afios 70 (CIAT, 1972; CIAT,
1975), en la mitad de los afos noventas (Molano y Rodriguez, 1995), y un grupo mayor
(18 aislamientos) a finales de la tltima década, las cuales han sido sujeto de caracteri-
zacién molecular, clasificando la mayorfa de los aislamientos del pais como BHV-1.1y
a un aislamiento de la Sabana de Bogotd como BHV-1.2a (Ruiz-Saenzet al., 2010; Ruiz-
Saenzetal., 2012).
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Desde hace mas de 20 afios, existen en el comercio vacunas convencionales contra el
BHV-1, las cuales se utilizan en muchos paises en sus distintas variantes: generadas a
partir de virus vivo modificado o inactivado, mono o polivalente, etc. Segtin la Organiza-
cién Mundial de Sanidad Animal-OIE, 2004, dependiendo de la capacidad del producto
de inducir inmunogenicidad, la vacuna puede ser efectiva en reducir las manifestaciones
clinicas de la enfermedad y en consecuencia, reducir las pérdidas econémicas asociadas
a dicho proceso clinico; sin embargo, no logra proteger completamente de la infeccién
por virus de campo.

Recientes avances en el desarrollo de vacunas han resultado en el desarrollo e imple-
mentacién de vacunas mds seguras y eficientes contra enfermedades humanas y veteri-
narias usando subunidades proteicas recombinantes, vectores virales y bacterianos, y
vectores basados en DNA. Los problemas concernientes tanto a las vacunas atenuadas
como a las vacunas inactivadas (reversion de virulencia, fallas en la induccién de inmu-
nidad, etc.), impulsaron la produccién de nuevas alternativas vacunales recombinantes
(tanto replicativas como no replicativas) que contienen solo determinados compo-
nentes virales, los cuales han mostrado ser altamente inmunogénicos y en algunos casos
permitir la diferenciacién de animales vacunados de animales infectados en campo
(Ruiz Saenz et al., 2009).

Para el BHV-1 se han descrito el desarrollo de diferentes vectores virales los cuales
expresan glicoproteinas inmunogénicas, principalmente la gD. Entre estos vectores
virales se resalta el uso del Herpesvirus Bovino-4 (BHV-4), un miembro de la subfamilia
Gammaherpesvirinae, el cual expresando la gD del BHV-1 es altamente inmunogénico
e induce la produccién de anticuerpos neutralizantes anti-gD (Donofrio et al., 2006;
Donofrio et al., 2008). Otra alternativa ampliamente explorada ha sido el uso de vec-
tores adenovirales tanto de origen bovino como humano, y en versiones replicativas y
no replicativas, encontrdndose resultados contradictorios en los diferentes estudios
(van Drunen Littel etal., 1993; Mittal etal., 1996; Reddy et al., 1999; Reddy et al., 2000;
Gogev et al., 2002). Adicionalmente, se han desarrollado Baculovirus recombinantes
como inmundgenos que llevan en su superficie moléculas quiméricas entre la glicopro-
tefna de superficie gp64 del baculovirus y la gD derivada del BHV-1, lograndose inducir
la produccién de anticuerpos capaces de neutralizar el virus in vitro (Peralta et al., 2006;
Peralta, 2007).

El poxvirus de mapaches (RaccoonPoxvirus - RCN) es un virus envuelto, de genoma DNA
de doble cadena perteneciente a la Familia Poxviridae, Subfamilia Chordopoxvirinae,
género Orthopoxvirus, nativo de América del Norte el cual fue aislado del tracto res-
piratorio superior de mapaches clinicamente sanos durante una evaluacién de vigilancia
epidemiolégica en Maryland, Estados Unidos (Herman, 1964). Durante mds de dos
décadas, los RCN han sido usados como sistemas de expresién de genes heterélogos,
demostrdndose que la insercién de dichos genes heterélogos sobre el gen de la timidina
kinasa viral (tk) reduce la virulencia del RCN a la vez que facilita la expresién del gen de
interés (Esposito et al., 1988). El uso eficiente de este virus recombinante ha sido de-
mostrado en diversas especies de mamiferos, entre ellos, zorros, conejos, gatos domés-
ticos, lechones, ovejas y primates no humanos (Esposito etal., 1992). Distintas rutas de
inoculacién han sido evaluadas, demostrando no solo una amplia versatilidad de este
vector para infectar diferentes células blanco en los organismos, sino también, una efi-
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ciente produccién de inmunidad tanto celular como humoral contra enfermedades
virales y bacterianas (Osorio et al., 2003; Memcher et al., 2004).

Teniendo en cuenta que los dltimos estudios del BHV-1 realizados en el pais demuestran
que la prevalencia seroldgica llega a ser del 100 % por hato y mas del 75 % por animales,
tanto en explotaciones lecheras como en ganaderias de produccién de carne (Ruiz-
Saenz et al.,2010), y el hecho de la falta de una vacuna monovalente que induzca una
eficiente respuesta inmune contra el BHV-1y que nos permita diferenciar los animales
vacunados de los animales expuestos naturalmente a la infeccién, el presente trabajo
tuvo por objetivo generar un poxvirus recombinante (Raccoonpox [RCN]) que expresara
una versién truncada de la gD del BHV-1 para ser usado a futuro como inmundégeno
en bovinos.

MATERIALES Y METODOS

CELULAS Y VIRUS

En el presente trabajo se utilizaron células de rifién de mono verde africano (BSC-
1(ATCC #CCL-26)), células VERO (ATCC#CCL-18), fibroblastos de embrién de rata
(RAT-2 (ATCC 1764)) y células MDBK (ATCC CCL-22) obtenidas del repositorio de
células del Departamento de Ciencias Patobioldgicas de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Wisconsin. Las células se mantuvieron a 37 °C en una
atmosfera del 5 % de CO2 en DMEM (Gibco-Invitrogen, Inc. Grand Island, NY) suple-
mentado con SFB al 10 % (Gibco-Invitrogen, Inc. Grand Island, NY), penicilina-
estreptomicina (10.000 U/mLy 10 p g/mL respectivamente) y anfotericina (0.25 pg/mL)
(Gibco-Invitrogen, Inc. Grand Island, NY). Para los experimentos de transfeccién se usé
OptiMEM® (Gibco-Invitrogen, Inc. Grand Island, NY) sin suplementacién adicional de
suero. El poxvirus de mapaches de referencia, RCN cepa CDC/V71-1-85A fue replicado
en células VERO, mientras que el BHV-1 cepa IOWA fue replicado en células MDBK'y
almacenado a -80 °C. EI RCN se mezclé 1:1 con solucién de tripsina-versene (0,05 %
de tripsina, EDTA 0,02 % en solucién salina equilibrada) y se incubé durante 15 min a
37 °C para liberar particulas infecciosas de los agregados que puedan haberse formado
durante el almacenamiento antes de la inoculacién en células.

PLAQUEO Y TITULACION POR UNIDADES FORMADORAS DE PLACA (UFP)

Se sembraron células VERO en platos de 24 pozos y fueron tratadas con diluciones
decimales de los virus; una hora posinfeccién, se retiré el inéculo y se adicioné medio
semisélido (MEM al 5 % de SFB con agarosa al 0,4 %) y se incubé por 72 horas a 37 °C
en una atmdsfera al 5 % de CO2, tiempo para el cual las monocapasfueronfijadas con
formaldehido al 4 % y tefiidas usando el colorante cristal violeta.

EXTRACCION DEL DNA

Las muestras de virus tomadas a partir de cultivos celulares infectados fueron
resuspendidas en 0,5 mL de buffer de lisis (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM EDTA;
0,5 % SDS) e incubadas a 50 °C en presencia de 20 g/mL de proteinasa K (Fermentas®),
durante 3 horas. El ADN se extrajo del lisado celular usando fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1), seguido por precipitacién con 50 pl de acetato de sodio (3M) y
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1 mL isopropanol 100% (previamente conservado a -20 °C). Inmediatamente, el DNA
fue recolectado por centrifugacién y lavado dos veces con etanol al 70 % y disuelto en
200 pl de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA TmM).

PLASMIDO VECTOR DE TRANSFERENCIA

Se utilizé el vector pTK-IRES-tPA, el cual posee el sitio de insercién del DNA exégeno
flanqueado por secuencias del gen tk del RCN y se pueden recombinar en el gen tk de
los ortopoxvirus de tipo silvestre. Adicionalmente, el vector posee un potenciador de la
traduccién que es el sitio interno de entrada ribosomal (IRES) del virus de la encefa-
lomiocarditis y la sefial secretoria de la proteina activadora del plasmindgeno tisular
(tPA), los cuales es bien sabido que mejoran de forma significativa los niveles de expre-
sién de genes exégenos en un RCN recombinante (Osorio et al., 2003).

AMPLIFICACION Y CLONACION DE LA VERSION TRUNCADA DE LA GD DEL BHV-1

Para obtener la versién truncada de la gD del BHV-1, se realizé PCR con los cebadores:
gDF 5’-TATTGGATCCATGCAAGGGCCGACATTGGCCGTG-3’ y gDR 5-TTACGAATT
CTTAGGGCGTAGCGGGGGCGGGCG-3’ vy posterior restriccion con las enzimas con
BamHI y EcoRI, generando un fragmento de 1,089 pb aproximadamente. Este frag-
mento de PCR fue clonado en el plasmido de transferencia pTK-IRES-tPA previamente
digerido con EcoRl y BamHI generando el plasmido pTK-IRES-tPA-gD, el cual tiene un
tamafio de cerca de 5082 pb, el cual codifica para versién truncada de la gD de 355
aminodcidos. La seleccién del plasmido se realizé por resistencia a Ampicilina (GIBCO
BRL) y la confirmacién de la correcta insercién del transgen por secuenciacién de
nucledtidos y digestién con la enzima.

GENERACION DEL POXVIRUS RECOMBINANTE

Los virus recombinantes se obtuvieron utilizando el sistema de recombinacién de se-
cuencias homdlogas in vitro. Brevemente, para la generacién del RCNgD, se sembraron
platos de seis pozos con 500.000 células de BSC-1, las cuales posteriormente se infec-
taron con el RCN cepa de referencia (CDC/V71-1-85A) a un indice de Multiplicidad de
Infeccién (MOI) de 0,05; 90 minutos posinoculacién, las células fueron transfectadas
con el vector de transferencia pTK-IRES-tpa-gD usando el sistema FUGENE ® 6 (Roche®)
y se incubd a 37 °C durante 72 horas. Posterior a la infeccién/transfeccidn, las células
se congelan y descongelado tres veces y el lisado fue inoculado en células RAT-2 en
medio M199 con 5 % de SFB y 50 ug/mL 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdUsigma®). Tras
una incubacién de dos horas, se retiré el medio y la monocapa infectada se cubrié con
MEM con 5 % de SFB y 1,2 % de agarosa de bajo punto de fusién. En presencia de
BrdU, solo los virus RCN tk- dan lugar a la formacién de UFP. Las placas de crecimiento
viral resistentes a la BrdU fueron recolectadas aproximadamente 14 dias después de la
inoculacién (Pl) y se replaquearon dos veces en células RAT-2 (mutantes de timidina
kinasa) cultivadas en un medio con BrdU. Los clones virales positivos se amplificaron
y caracterizaron para su posterior crecimiento a gran escala en las células Vero. En la
figura 1 se presenta una representacién gréfica resumida del sistema tradicional de
clonacién del gen de interés y posterior transfeccién/infeccién en células de mamifero
(Byrd y Hruby, 2004).
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Figura 1. Desarrollo de un poxvirus recombinante que expresa la gD del BHV-1. Diferentes fases de
desarrollo del virus recombinante desde la seleccién del gen de interés (gD del BHV-1) hasta la
obtencién de la progenie de virus recombinantes RCN-gD.

CONFIRMACION DE LOS RECOMBINANTES

Se realizé extraccion de ADN, PCR y secuenciaciéon de nucleétidos utilizando los
cebadores: RCNgDF 5’- ATGCAAGGGCCGACATTGGCCGTG-3’ y RCNgDR 5°-TTA
GGGCGTAGCGGGGGCGGGCLG-3, para confirmar la secuencia de la gD expresada
por el RCN-gD.

Las condiciones de PCR fueron un minuto de desnaturalizacién y activacién de poli-
merasa en 95 °C, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 30 se-
gundos, 62° C durante 30 segundos, y 72 °C durante 30 segundos con una extensién
final de 10 minutos a 72 °C. Los productos de PCR se verificaron en gel de agarosa al
0,8 % (p/v) preparado en buffer TAE y tefiido con bromuro de etidio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se replicé el BVH-1 en células MDBK durante 48 horas para posteriormente realizar
extracciéon de DNA viral y PCR usando los cebadores descritos anteriormente a partir
del sobrenadante del cultivo con efecto citopatico caracteristico. Se amplificé un frag-
mento de 1,089 pb que codifica para una versién truncada de la glicoproteina D del
BHV-1 la cual posee un codén de terminacién en el aminoacido 355, corriente arriba
del dominio de anclaje de membrana (van Drunen littel van Den Hurk et al., 1990). Se
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ha demostrado que dicha proteina es altamente inmunogénica en bovinos, permitiendo
la produccién de anticuerpos neutralizantes y de inmunidad celular, humoral y de
mucosas (van Drunen Littel van den Hurk et al., 1993, van Drunen Littel van den Hurk
et al.,1994; van Drunen Littel van den Hurk, 2006).

Para el proceso de clonacién, se utilizé el plasmido de referencia pTK-IRES-tPA, en el
cual se realizé la ligacién del gen de la gD amplificada para su posterior seleccién por
resistencia ampicilina generando el plasmido pTK-IRES-tPA-gD (Fig. 2).

B-Lactamase (AmpR) tkL
—__ PshAI(723)
P11

IRES
PTK/IRES/tpa/gD

5082 bp
TPA

< Xmal (1520)

BamHI (1531,

tkR
EcoRI (2617

BHV-1 tgD
Xmal (2189)

Figura 2. Mapa del pldsmido de transferencia pTK-IRES-tpa-gD. Se resaltan los sitios de restriccion
para BamHIy EcoRI (modelo construido usando Vector NTI Advance 11® INVITROGEN™).

A partir del DNA extraido de las colonias amplificadas en mini preparacién se realizé
PCR para la gD del BHV-1 para confirmar la presencia de dicho gen en las colonias. Se
realizé evaluacién por PCR de aproximadamente 60 colonias para encontrar cinco
colonias que mostraron la presencia del gen de interés (Fig. 3). Dichas colonia se ampli-
ficaron en una maxipreparacién de la cual se obtuvo un lote de bacterias transforma-
das que se almacend posteriormente a -80°C. Los pldsmidos fueron secuenciados para
confirmar la presencia del gen de la gD y se realizé digestién con la enzima Xmal para
confirmar la correcta insercién.

Una vez confirmada la presencia del gen de interés en el plasmido de transferencia, este
se usé para realizar el ensayo de infeccién/transfeccién usando 1 ug de DNA plasmidico
por pozo de células BSC-1, las cuales posteriormente fueron infectadas con el RCN a
MOl de 0,05 y se incubé durante 72 horas a 37 °C, tiempo para el cual hubo presencia
de efecto citopdtico (Figs. 4a, 4c). Posteriormente, las células fueron recuperadas, lisa-
das y el sobrenadante puesto sobre una monocapa confluente de células Rat-2 en
presencia de medio semisélido y BrdU, para posteriormente ser llevadas a incubacién
durante 14 dias tiempo para el cual solo los virus recombinantes TK- logran replicarse
y dar lugar a la formacién de placas de lisis (Figs. 4d, 4e).



518 Articulo - Desarrollo de un poxvirus recombinante que expresa la Glicoproteina D del Herpesvirus
Bovino-1. Ruiz, et al.

1Kb 1Kb

1Kb <— 1Kb

Figura 3. Visualizacién de productos de PCR de la gD en plasmidos pTK/IRES/tpa/gD. Gel de elec-
troforesis de agarosa al 0,8 % coloreado con bromuro de etidio. M: Marcador de peso molecular (Gene
Ruler™ 1 kb DNA Ladder Fermentas®, Vilnius, Lithuania). 1-22: colonias amplificadas evaluadas. C-:
Control Negativo (DNA bacteriano sin transformar). C+: ADN de muestra Infectada con cepa IOWA.

Cada placa de lisis fue replicada en una monocapa nueva en presencia de medio con
BrdU realizdndose dos rondas de plaqueo y confirmando por PCR la presencia del gen
de la gD en los virus RCNgD (Fig. 5).

Los poxvirus han sido ampliamente utilizados como inmundgenos, incluso algunos ya
han sido licenciados para uso comercial en diversas partes de Estados Unidos y Europa
para su uso en diversas especies de interés veterinario (Larson y Schultz, 2007; Guthrie et
al., 2009; Soboll et al., 2010); incluso en Colombia, recientemente se autorizé la co-
mercializacién de un Canarypox que expresa las glicoproteinas Hy F del virus del Distemper
canino (ICA, Reg 4734y 4735 de 2011). En general, los poxvirus han demostrado ser muy
buenos inmunégenos y dado que no tienen potencial patogénico en una especie diferente
a su especie huésped natural son uno de las mas importantes alternativas para vacunacién
con virus con capacidad replicativa en el mundo (Vanderplasschen y Pastoret, 2003).
Puntualmente, el RCN ha sido empleado como un vector viral que expresa proteinas de
Yersinia pestis (Rocke et al., 2008; Rocke et al., 2009), como un vector que expresa efi-
cientemente la glicoproteina G del virus de la Rabia (Osorio et al., 2003) y mas recien-
temente como un vector viral que expresa la Hemaglutinina (HS5) del virus de la in-
fluenza aviar de alta patogenicidad (H5N1) (Hwa et al., 2010), demostrando en todos
los casos ser un eficiente sistema para la induccién de inmunidad humoral, inmunidad
en mucosas e inmunidad celular (Walsh y Dolin, 2011).

Un constructo similar basado en un virus de Vaccinia Ankara -MVA expresando la
misma versién de esta glicoproteina del BHV-1, ha sido generado y evaluado en conejos
y ratones modelos de infeccién por el BHV-1, encontrando este recombinante muy dtil
para inducir inmunidad humoral especifica y reducir los niveles de excrecién viral
posteriores al reto con BHV-1 de referencia (Ferrer et al., 2011). Es importante resaltar
que el RCNgD generado en el presente trabajo podria tener mejores propiedades
inmunogénicas que el MVA-gDs desarrollado por Ferrer et al., en 2011, dado que el
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Figura 4. Presencia de infeccién por el RCN de tipo silvestre y RCNgD. a y ¢, Células BSC-1 infectadas
con el RCN y transfectadas con el pldsmido pTK-IRES-tPA-gD; b. Células BSC-1 control sin infeccién
a las 72 horas post infeccién. d-e, Células Rat-2 infectadas con el RCN gD. Flecha indica efecto
citopdtico caracteristico del RCN caracterizado por redondeamiento y desprendimiento celular. Cabeza
de flecha indica placa formada por el virus en presencia de BrdU

RCNgD contiene IRES del virus de la encefalomiocarditis y sefial de secrecién del acti-
vador de plasmindgeno tisular (tPA) lo cual se ha visto en que mejora de forma signi-
ficativa los niveles de expresién del transgen de interés (Osorio et al., 2003; Rocke,
2009). Teniendo en cuenta que ninguno de estos vectores poxvirales ha sido explorado
en bovinos, resaltamos la importancia de explorar la capacidad inmunogénica del
RCNgD recombinante generado en el presente trabajo y su potencial uso como vector
en bovinos tanto para la gD del BHV-1 como para otras proteinas inmunogénicas de
agentes patégenos de importancia econémica en el campo médico veterinario.

Por otra parte, la seguridad para el personal que aplica la vacuna o que se expone al
RCN recombinante ha sido probada, mostrando que no existe riesgo significativo ante
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Figura 5. Visualizacién de productos de PCR de la gD del RCNgD. Gel de electroforesis de agarosa al
0,8 % coloreado con bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular. 1-4: placas de virus recom-
binantes RCNgD: 5: sobrenadante de células sin infectar.

la exposicién directa (Rocke et al., 2004) e incluso dada la nula patogenicidad tanto en
diferentes especies de animales como en humanos, se han realizado estudios que
proponen su uso como un vector seguro y eficaz tanto para generar inmunidad como
para tratar algunos tipos de cédncer (Evgin et al., 2010).

CONCLUSIONES

En el presenta trabajo se presenta el desarrollo técnico de un poxvirus de mapaches
que expresa la gD del BHV-1 (RCNgD), un virus que tiene amplio potencial para ser
desarrollado a escala como una potencial vacuna monovalente contra la infeccién por
el BHV-1. Es necesario por tanto realizar estudios de in vitro de expresién y estabilidad
de la gD recombinante en el vector y llevar dicho recombinante a pruebas in vivo de
induccién de inmunidad y de proteccién ante el reto con cepas de referencia.
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