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Introduccion.

La enfermedad de Aujeszky (EA) es un padecimiento altamente contagioso que se caracteriza por
presentar signos respiratorios, nerviosos y reproductivos. Provoca la muerte en los animales jévenes,
puede ser inaparente en animales adultos.

Caracteristicas del virus.

El VEA pertenece a la subfamilia Alphaherpesvirinae de la familia Herpesviridae. El genoma consiste de
una doble cadena lineal de ADN de aproximadamente 150 Kb. La secuencia completa no ha sido
determinada, principalmente por su alto contenido de nucleétidos G-C de 73%. Sin embargo, ya se tiene el
90% de la secuencia.

Baculovirus.

En los Ultimos afios, la expresién en baculovirus ha sido una medida muy extendida y efectiva para producir
proteinas recombinantes en grandes cantidades. Las modificaciones post-traduccionales de los productos
génicos de los virus de insectos tienen una glicosilacion, acilacion y fosforilacion, semejante a la de las
células de los mamiferos.

Justificacion. La enfermedad de Aujeszky es uno de los padecimientos que mas dafo causa a la
porcicultura nacional. En la actualidad existe la Campana Nacional para el Control y la Erradicacién de la
EA (NOM-007-ZO0-1994). En México esta autorizado unicamente el uso de vacunas con delecién de la
proteina gE para diferenciar entre animales vacunados de los expuestos a un virus de campo. La
diferenciacién serologica, se realiza por ELISA con paquetes comerciales, los cuales, son importados de
distintos paises lo que encarece la prueba. Las pérdidas por la presencia de la enfermedad, mas el gasto
en el diagndstico, desalienta su uso por duefios y médicos.

Este trabajo propone el producir la gE en un sistema eficiente y de bajo costo en México. Lo cual, pondra
las bases, para desarrollar sistemas de diagnéstico y vacunas fundamentadas en proteinas recombinantes.
Objetivos

1) Clonacion, y expresion del antigeno gE del virus de Aujeszky en el sistema BAC TO BAC

2) Caracterizacion del Antigeno gE Recombinante (gER).

Material y Métodos

Clonacién y expresion del antigeno gE del VEA en un sistema de baculovirus. El gene que codifica
para el antigeno gE fue amplificado a partir del ADN viral por PCR. Se utilizaron iniciadores especificos
disenados a partir de la secuencia reportada en el genebank (Numero de acceso M14336). El segmento
amplificado (1,741 pares de bases) se introdujo en el vector pFastBacHTa/Bam HIFAC y fueron
seleccionadas clonas con el inserto correctamente orientado (por secuenciacion y PCR). Las clonas
correctamente orientadas, se transformaron en células competentes DH10Bac, de estas, se obtuvo el
bacmido recombinante que se utilizé para transfectar células de insecto Sf9 con CellFECTIN (Gibco BRL).
A partir de las células transfectadas se obtuvo el baculovirus recombinante, el cual, se utilizé en cultivos

para producir la proteina recombinante.
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Caracterizacion de gER. Se evalué el peso molecular y la especificidad de este antigeno recombinante
por electroforesis, en geles de poliacrilamida-SDS, utilizando: a) extractos de cultivos Sf3-BAC-gER, y b)el
virus de Aujeszky. Los geles, fueron transferidos a membranas de nylon y se expusieron a diferentes
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sueros de cerdos: a) libres de la enfermedad, b) vacunados vs EA, y c) expuestos al VEA de campo. La
membrana, fue revelada en ensayos tipo western-blot. De igual forma, la gER y los sueros de cerdos se
ensayaron por inmunodifusién en gel.

Resultados

Los métodos de clonacién y expresion del antigeno gE utilizando el sistema BAC TO BAc demuestran que la
gER, obtenida de cultivos de células de insecto, posee propiedades antigénicas idéneas para ser utilizada
en distintos métodos de diagnostico.

Discusion-Conclusion.

En este trabajo, expresamos el gen de la gE del VEA en un baculovirus recombinante, demostrando que la
antigenicidad de la gER, es especifica, con los métodos convencionales de identificacion (anticuerpos
monoclonales y policlonales). Asi mismo, corroboramos que el sistema BAC TO BAC es un méiodo de
produccién eficiente y de bajo costo para producir otras proteinas de importancia veterinaria, y ser utilizado
en la elaboracion de futuros paquetes de diagnéstico y vacunas marcadoras en México.

Implicaciones.

Con este trabajo, aportamos una via, para solventar los problemas de importacién y sobre todo de costo-
beneficio para laboratorios, granjas y médicos dedicados a la salud y produccién porcina.

Confrontacion de la gER con sueros de cerdos, por inmunodifusién en gel.
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