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Introduccién. Rotavirus es el principal agente causante
de gastroenteritis en nifios y animales jévenes (1). Para
el caso de bovinos, se ha mostrado que las vacunas
disponibles en el mercado generan una proteccién
heterotipica limitada (2). Dichas vacunas son producidas
por métodos tradicionales mediante propagacion y
posterior inactivacion de cepas de virus que no
necesariamente  contienen todos los genotipos
circulantes en el pais (3). En el presente trabajo se
aborda la producciéon de una vacuna veterinaria basada
en particulas pseudovirales (PPV) producidas en
Saccharomyces cerevisiae, utilizando los genes de
proteinas estructurales de cepas de rotavirus bovino
aisladas de ranchos mexicanos. El proyecto ha requerido
la evaluacion de diferentes condiciones de expresion
heter6loga y mejoras en el bioproceso para que los
procesos productivos planteados sean rentables y
técnicamente factibles de ser implementados por la
industria veterinaria nacional.

Metodologia. Las cepas de S. cerevisiae utilizadas para
este estudio fueron la W3031a, PJ69-4a, CEN.PK.113-
5D vy PD 83B.1d. Se utilizaron diferentes promotores
constitutivos e inducibles para la expresion heteréloga de
las proteinas VP2, VP6 y VP7 de rotavirus en plasmidos
centroméricos y episomales. El medio sintético completo
CSM-Ura (glucosa 2%, YNB 0.67%) fue optimizado
mediante dos disefios experimentales a dos niveles,
suplementandolo con leucina, glutamato y succinato. Las
condiciones de cultivo fueron controladas a 30°C, TOD
superior al 30% y pH 5.0. Se realizaron cultivos en lote
alimentado con perfil exponencial, manteniendo una
velocidad especifica de crecimiento de 0.19 h. La
produccion de proteinas heterdlogas fue monitoreada por
ELISA y Western blot. Las PPV de rotavirus fueron
purificadas por gradientes de CsCl y visualizadas
mediante tincién negativa en un microscopio electrénico
de transmision.

Resultados. Los genes de las proteinas heterélogas
VP2, VP6 y VP7 de rotavirus bovino fueron clonados en 4
cepas de S. cerevisiae usando diferentes combinaciones
de promotores para expresar las tres proteinas en una
misma célula. Las cepas con mejor desempefio fueron

evaluadas en fermentaciones por lote y lote alimentado
usando el medio CSM-Ura suplementado con leucina
(1.8 mM), glutamato (20mM) y succinato (50mM). El tipo
de cepa utilizada tuvo un efecto importante sobre la
produccién de proteina heterdloga mientras que el tipo de
pldsmido no afectdé los rendimientos de proteina. Los
cultivos en lote alimentado de la cepa PD.U-267
alcanzaron las concentraciones mas altas de proteina
heter6loga. Las productividades volumétricas vy
especificas se incrementaron 34 y 11 veces con respecto
a los cultivos por lote. Mediante microscopia electrénica,
pudo evidenciarse la presencia de PPV de rotavirus (Fig.
1).

Figura 1. Microscopia electrénica de PPV de rotavirus bovino
producidas en cultivos por lote alimentado de S. cerevisiae.
Magnificacién 250,000X

Conclusiones.

Mediante seleccion de cepas, optimizacion de medios de
cultivo y estrategias de alimentacién de nutrientes, se
pudo mejorar la produccién de proteinas heterélogas de
rotavirus bovino, para su uso como principio activo en la
formulacién de una vacuna de tipo veterinario.
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