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RESUMEN
Los vectores basados en herpes simplex presentan grandes ventajas, tales como ser neurotrópicos, efi ciente infec-
ción, establecimiento de latencia, capacidad para transportar grandes canƟ dades de ADN, pero también presen-
tan un gran inconveniente al ser un virus patogénico para humanos, que aunque sufra modifi caciones para alterar 
su virulencia esta nunca puede ser descartada. Las secuencias de empaquetamiento (pac) son necesarias para el 
correcto corte y empaquetado del virus y se encuentran ubicadas en los fragmentos BamHI-13 y 14’ respecƟ va-
mente, con un tamaño de 3,2 Kpb. El objeƟ vo del estudio fue obtener BACs basados en el virus de la pseudorrabia 
sin las secuencias de empaquetamiento (pac). La modifi cación de los BACs de PRV se hizo por recombinación 
homóloga en células DH10B y la recombinación se comprobó por análisis de hibridación.
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ABSTRACT
The herpes simplex virus-based vectors have great advantages such as being neurotropic, effi  cient infecƟ on, es-
tablishment of latency, capacity to transport large amounts of DNA, but also have a major drawback being a 
pathogenic virus for humans, even undergoing modifi caƟ on to alter its virulence it can never be ruled out. Pack-
aging sequences (pac) are necessary for correct cuƫ  ng and packaging of the virus and are located in BamHI 
fragments 13 and 14’ respecƟ vely with a size of 3.2 Kpb. The objecƟ ve of the study was to obtain BACs based on 
pseudorabies virus without packaging sequences (pac). PRV BACs modifying was made using homologous recom-
binaƟ on into DH10B cells and recombinaƟ on was verifi ed by hybridizaƟ on analysis.
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INTRODUCCIÓN

En la actualidad se cuenta con una limitada colec-
ción de vectores para la transferencia de genes. 
Los basados en herpes simplex (HSV) presentan 
varias ventajas como su amplio rango de anfi trio-
nes, efi ciente infección, establecimiento de laten-
cia en neuronas, permanencia a largo plazo, capa-
cidad para transportar grandes canƟ dades de ADN 
exógeno y capacidad para liberar genes en células 
post-mitóƟ cas.

Los vectores basados en herpes incluyen tanto los 
virus recombinantes como el sistema de amplico-
nes; este úlƟ mo se basa en crear virus herpes de-
fecƟ vo en plásmidos, que se pueden usar como 
vectores (1 - 4). Los amplicones basados en HSV-1 
son plásmidos bacterianos con un origen de repli-
cación de HSV-1 y las señales de empaquetamien-
to (pac) del virus (5); Ɵ ene además un origen de 
replicación de E. coli y un gen de resistencia a an-
Ɵ bióƟ cos. El empaquetamiento del ADN del ampli-
con involucra la expresión de varias funciones de 
un virus ayudante que debe ser defecƟ vo (6), con 
el fi n de que no pueda replicarse autónomamente 
en tejidos normales y solo pueda hacerlo en células 
permisivas.

El genoma completo del virus de la pseudorrabia 
se encuentra clonado como cromosoma arƟ fi cial 
bacteriano (BACs de PRV) o plásmido “F” (6), lo 
cual permite su modifi cación, replicación y ampli-
fi cación autónoma en E. coli. El BACs se manƟ ene 
estable en la célula huésped y se propaga como un 
clon infeccioso (6 - 8).

Las secuencias de empaquetamiento (pac) son ne-
cesarias para el correcto corte y empaquetado del 
virus y se encuentran ubicadas en los fragmentos 
BamHI-13 y 14’ respecƟ vamente, con un tamaño 

de 3,2 Kpb. En el genoma de PRV los fragmentos 
terminales son el 14’ por la izquierda y el 13 por 
la derecha. El objeƟ vo de este estudio fue la cons-
trucción de BACs modifi cados, sin la secuencia que 
proporcione las funciones necesarias para que el 
amplicon pueda empaquetarse.

MATERIALES Y MÉTODOS

Células y virus
Célula DH10B: línea celular derivada de Escherichia 
coli, defi cientes en RecA, se culƟ varon a 37°C du-
rante 16 horas en medio Luria Bertani (LB) estéril.
Nia-3: cepa virulenta de PRV
pBecker-2: genoma del PRV clonado como BACs (6, 
7).

Transformación de bacterias por electroporación
Se uƟ lizaron cubetas de 2 mm de diámetro enfria-
das previamente. Las células se descongelaron en 
hielo, en el que se mantuvieron hasta añadir el 
ADN plasmídico en una concentración de 50 ng y 
se incubaron por un minuto. Inmediatamente las 
células se expusieron a un pulso eléctrico, resus-
pendiéndolas más tarde en medio SOC (MgSO4 10 
mM, glucosa 20 mM, bactotropina al 2%, extracto 
de levadura al 0,5%, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM) y se 
incubaron por 1 hora a 37°C. Después de la incuba-
ción las células se sembraron en diferentes medios 
de selección.

Recombinación del BACs de PRV en células DH10B
Las modifi caciones del BACs de PRV (pBecker-2) se 
hicieron uƟ lizando el plásmido pGETrec para facili-
tar la recombinación homóloga específi ca entre el 
BACs y el gen de resistencia a la kanamicina (8). Se 
prepararon células competentes doblemente resis-
tentes e inducidas con L-Arabinosa al 0,2% (8). El 
gen de la kanamicina se obtuvo por digesƟ ón con 
BamHI del plásmido pCLSKan.
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Aislamiento de ADN plasmídico
Se uƟ lizaron columnas de la casa comercial Qiagen. 
Para las midipreparaciones se usó el kit de Qiagen-
Ɵ p-100 y para aislar y purifi car el ADN de los BACs 
el kit Qiagen-Ɵ p-500 sin exonucleasas.

Electroforesis de campo pulsante
Los análisis de los ADNs de los BACs de PRV se hi-
cieron por medio de geles de agarosa (Sigma A5959 
al 1%) en electroforesis de campo pulsante, en bu-
ff er TBE al 0,5X (9). Se uƟ lizaron dos programas: 
200 volƟ os por 16 horas a 14ºC con Ɵ empo cons-
tante de 5 segundos y otro de 200 volƟ os, 16 horas 
a 14ºC usando una rampa de uno a tres segundos 
como pulso.

Marcaje radiac  vo y purifi cación de sondas 
La sonda de ADN (kanamicina) se marcó con a 32P-
dCTP, usando el kit comercial Megaprime TM DNA 
labellingsystem, Amersham. Para la purifi cación se 
uƟ lizaron columnas de sephadex G-50. Las colum-
nas se empaquetaron por centrifugación a 1.500g 
durante cuatro minutos (9).

Southernblot
Los ADNs fueron digeridos con enzimas de restric-
ción y los fragmentos se separaron en geles de aga-
rosa al 0,75% en Loenning Buff er 1/2X a 38 volƟ os 
y temperatura ambiente. La transferencia en mem-
branas de nitrocelulosa se hizo mediante capilari-
dad dejándolas toda la noche en buff er de transfe-
rencia (9). La membrana se neutralizó con SSC2X y 
se fi jó con luz ultravioleta por cuatro minutos. 

En la prehibridación se usó SSC 6X, solución Den-
hart a 65°C durante una hora (10) en el horno de 
hibridación. La hibridación fi nalizó 16 horas más 
tarde a 65°C. Se hicieron lavados con mezcla de SSC 
y SDS a diferentes concentraciones; seguidamente 
las membranas se expusieron a autorradiograİ as.

RESULTADOS 

Obtención de BACs de PRV sin secuencias pac
La recombinación de las regiones homólogas entre 
las secuencias pac del BAC de PRV y el fragmento 
correspondiente al gen de la kanamicina generó va-
rios clones recombinantes. Figura 1.

Figura 1. Estrategia de obtención de los BACs (PRV)
por recombinación homóloga

Fuente: Elaboración del autor

La estabilidad de estos clones modifi cados se com-
probó por análisis de restricción con BamHI, usan-
do como controles posiƟ vos ADNs de pBecker-2 
(BAC de PRV) y Nia3 (virus silvestre). Figura 2.

En este ensayo de confi rmación se observa que los 
patrones de restricción tanto del BAC 17 (canal 2) 
como del BAC 18 (canal 3) Ɵ enen corresponden-
cia con los controles posiƟ vos (canales 1 y 5). En el 
BAC 25 (canal 4) se nota la pérdida de las bandas 
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de mayor tamaño. El fragmento donde se encuen-
tran las secuencias pac Ɵ ene un tamaño de 3,2 Kb.

Asímismo, se demostró que la obtención de estos 
BACs modifi cados garanƟ za la obtención de gran-
des canƟ dades de ADN (Figura 2).

el fragmento BamHI 13+14’, que corresponde a una 
banda de tamaño aproximado de 3,2 Kb.

La presencia de las secuencias pac en los recom-
binantes y en los controles posiƟ vos se ilustra en 
la Figura 4, en la que se observa una banda de ta-
maño aproximado de 3 Kb en los canales 1, 5 y 6 
que corresponden a Nia3, pBecker-2 y al plásmido 
pCLS respecƟ vamente, el cual fue usado como con-
trol posiƟ vo ya que Ɵ ene clonado los fragmentos
BamHI 13 y 14’, donde se encuentran las secuen-
cias de empaquetamiento.

Figura 3. Análisis de hibridación para el gen de la kanamicina: 
1. Nia3; 2. B17; 3. B18; 4. B25; 5. B30; 6. B18;

7. B44; 8. pBecker-2

Figura 2. Electroforesis campo pulsado con bandas BamHI:
1. Nia3; 2. B17; 3. B18; 4. B25; 5. pBecker-2; 6. Ladder-1Kb

3000 pb

1650 pb

1 2 3 4 5 6

Figura 4. Análisis de hibridación secuencias pac:
1. Nia3; 2. B17; 3. B18; 4. B25; 5. pBecker-2; 6. pCLS; 7. Nia3

De todos los clones seleccionados como posibles 
candidatos, el BAC 25, dio negaƟ vo en los ensayos 
de Southernblot.
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Análisis de la recombinación homóloga
La hibridación demostró la inserción de la secuen-
cia del gen de resistencia a la kanamicina en los re-
combinantes estudiados. Los siƟ os específi cos de 
hibridación se indican en la Figura 3.

Como era de esperarse, en los canales 1 y 8 no se 
observa ninguna banda a la altura de los 3000 pb, 
lo que indica que la secuencia correspondiente al 
gen de la kanamicina no está presente en los con-
troles negaƟ vos. Se demostró que el gen de la ka-
namicina en los recombinantes está localizado en 

3000 pb

1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7

3000 pb
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DISCUSIÓN

Por medio de este estudio se evidencia que el plás-

mido pGETrec se puede uƟ lizar para inducir recom-

binación homóloga, debido a la alta efi ciencia es-

pecífi ca que Ɵ ene para recombinar en E. coli, sin 

generar otro Ɵ po de ordenamiento en las secuen-

cias génicas (8).

Los resultados de la hibridación demostraron la 

recombinación específi ca entre las secuencias de 

empaquetamiento (pac) y el gen de la kanamicina. 

Vale la pena resaltar que la baja intensidad de la 

banda en el canal de Nia3, de la Figura 4 probable-

mente es debido a la calidad del ADN uƟ lizado para 

la hibridación. 

La uƟ lidad de producir virus defecƟ vos de PRV, para 

ser uƟ lizados como virus ayudadores en el sistema 

de amplicones radica en que los vectores basados 

en PRV pueden ser una alternaƟ va para terapia gé-

nica en humanos teniendo en cuenta que no pro-

ducen patologías en ellos (11), mientras que los 

vectores de HSV que son uƟ lizados en terapia géni-

ca (12, 13) Ɵ enen la desventaja de que se pueden 

recombinar con los virus latentes presentes en el 

individuo. Otra difi cultad es la existencia de anƟ -

cuerpos presentes en la población humana, dado 

que la mayoría de ella ha desarrollado infección por 

estos virus. 

La calidad y canƟ dad de ADN obtenido a parƟ r de 

los BACs modifi cados, facilitaría la transfección de 

células junto con plásmidos de amplicones de PRV 

y de esta manera conseguir ơ tulos altos de ampli-

cones.

CONCLUSIÓN

La recombinación homóloga se comprobó por 
Southernblot. De los recombinantes analizados, se 
propone a los clones BAC-17 y BAC-18 como virus 
helper en la producción de amplicones basados en 
PRV.
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