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Introduccion.

La infeccion por rotavirus es considerada la principal
causa de diarrea neonatal bovina en el mundo [1],
causando grandes pérdidas econdémicas. Como una
alternativa a las vacunas actuales que contienen virus
atenuados o inactivados, se han explorado las vacunas
recombinantes basadas en particulas pseudovirales de
rotavirus (PPR), las cuales han sido expresadas en
células de insecto. La desventaja es que los costos de
produccion pueden resultar poco rentables para el
mercado de vacunas veterinarias [2]. Nuestro grupo
desarroll6 una cepa de Saccharomyces cerevisiae capaz
de producir PPR [3], las cuales ademés disminuyeron la
replicacion de particulas infecciosas de rotavirus, en
modelo murino [4]. Sin embargo, las productividades
volumétricas de PPR fueron menores a las obtenidas en
células de insecto.

En este trabajo, se desarroll6 una estrategia de
alimentacion, modificando la velocidad de alimentacion
exponencial utilizada previamente y reformulando el
medio de alimentacion. Con la finalidad de incrementar la
produccion de PPR y obtener una vacuna mas eficiente.

Metodologia. Se realizaron cultivos en modo lote
alimentado, se evaluaron tres formulaciones de
alimentacion (leucina, glutamato y succinato (LGS], y dos
fuentes de cas aminoacidos [hidrolizado o peptona de
caseina]). La velocidad de alimentacion exponencial fue
modificada de 0.8 de la velocidad de crecimiento maxima
al 0.5. Las PPR fueron recuperadas del pellet celular
mediante ruptura mecanica y centrifugacion. La
concentracion de PPR se estim6 a partir de la
concentracion de proteina estructural VP6 mediante
ensayo de ELISA. Se analizo la capacidad inmunogénica
de las PPR en un modelo murino, a través de la
inmunizacion de grupos de 5 ratones con 3ug de VP6.

Resultados.

Tabla 1. Concentracion maxima de VP6 y glucosa acumulada en
cultivos lote alimentado.

Suplemento

VP6 (ug/ml)

Glucosa (g/L)

LGS

7

40

Peptona

26

4

Hidrolizado

38

2

Cas aminoacidos [5]

N/A

80

Cultivos Lote Alimentado
u Peptona m Hidrolizado

indican la maxima biomasa alcanzada en cultivos lote con cas
aminoécidos y lote alimentado con LGS (3.7g/L peptona, 3.8g/L
hidrolizado y 9g/L LGS feed.

Tabla 2. Titulos de anticuerpos anti-VP6 en suero de ratones
inmunizados con PPR

Suplemento 1gG’s
LGS 1:267
Hidrolizado 1:583

Conclusiones.

La estrategia de alimentaciébn estudiada evitd la
acumulacion de glucosa. La mayor concentracion de
biomasa fue obtenida como resultado de un consumo
balanceado de glucosa y cas aminoacidos. Se logré
incrementar entre tres y cinco veces la concentracion de
VP6 al suplementar cas aminoacidos. Las maximas
productividades especificas y volumétricas se obtuvieron
con hidrolizado de caseina. Los titulos de anticuerpos
anti VP6 en suero de ratébn aumentaron al doble con
respecto a los reportados previamente [4]. El proceso
desarrollado a escala laboratorio para la produccion de
PPR en S. cerevisiae es una estrategia atractiva para
producir una vacuna veterinaria.
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