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DESCRIPCION

Pestivirus que no se propagan.

La invencion se refiere a vacunas utilizadas en la erradicacién o control de infecciones por pestivirus, particular-
mente las utilizadas en cerdos o rumiantes.

El género Pestivirus de la familia Flaviridae suele consistir en el virus de la fiebre porcina clasica (CSFV), el virus
de la enfermedad de Border (BDV) y el virus de la diarrea viral bovina (BVDV). Se han secuenciado genomas de
diversas cepas de BVDV, BDV y CSFV, se han expresado proteinas pestivirales individuales y se han generado virus
derivados de copias de ADN (longitud normal/total) del genoma de ARN de BVDV y CSFV (Renard et al., 1987
solicitud de patente EP 0208672; Collet et al., 1988, Virology 165, 191-199; Mendez et al., J. Virol. 72-4737-4745;
1988; Deng and Brock, 1992, Virology 1991, 865-679; Meyers et al., 1989, Virology 171, 555-567; Moormann and
Wensvoort, 1989, PCT/NL90/00092; Moormann and Van Rijn; 1994, PCT/NL95/ 00214; Ridpath et al., 19972, Virus
Res, 50: 237-243; Becker et al., 1998, J. Virol. 72:5165-5173, Meyers et al., J. Virol. 70:1588-1595, 1996.

El genoma del pestivirus es una molécula de ARN de cadena positiva de aproximadamente 12,5 kilobases, que
contiene un gran marco de lectura abierto. El marco de lectura abierto se traduce a una poliproteina hipotética de apro-
ximadamente 4.000 aminoécidos, que es procesada por proteasas codificadas por célula y virus. El marco de lectura
abierto estd flanqueado por dos regiones no traducidas conservadas que intervienen probablemente en la replicacién
del genoma. La region no codificadora 5° también juega un papel en el comienzo de la traduccion.

La poliproteina que esta procesada co- y post- traduccionalmente por proteasas virales y celulares contiene todas
las proteinas virales estructurales y no estructurales (para una idea general, véase C.M. Rice: In Fields Virology
(Virologia de campo), tercera edicién, 1996 Flaviridae; The Viruses and their Replication, Chapter 30 pp. 931-959)
(Los virus y su replicacién, capitulo 30, paginas 931-959). Las proteinas virales estructurales, la proteina de cdpside
C y las proteinas de envoltura E™, El y E2 estan situadas en la parte N-terminal de la poliproteina. La proteina no
estructural entre las cuales estd la proteasa de serina NS3 y complejo de replicasa ARN NSS5A y NS5B estdn situadas
en la parte C-terminal de la poliproteina.

Los pestivirus estdn estrechamente relacionados, tanto estructural como antigénicamente. Hasta la fecha, los pes-
tivirus como BDV, BVDV y CSFV han sido aislados de especies diferentes, principalmente de rumiantes y cerdos,
aunque también se ha informado de infecciones de seres humanos. Todos los pestivirus tienen en comun la aptitud
para inducir infecciones congénitas de fetos cuando queda infectado un animal preiado. Estas infecciones fetales se
producen por infeccion a través de la placenta si la madre padece una infeccién aguda durante la prefiez o si es infec-
tada de forma persistente por un pestivirus (Oirschot, J.T.van Vet, Microbiol. 4:1178-132, 1979; Baker J.C. JAVEA
190:19949-1458, 1987; Nettleton P.F. et al., Comp. Immun. Microbiol. Infect. Dis. 15;179-188, 1992, Wensvort G.
and Terpstra C. Res. Vet. Sci, 45:143-148,1988).

En la actualidad se dispone de vacunas contra pestivirus de sub-unidad y vivas-modificadas y muertas. Las vacunas
de virus vivos presentan la ventaja, respecto de los demds tipos de vacuna, de lograr niveles de inmunidad maés e-
levados sin necesidad de vacunacién de refuerzo. No obstante, entre las desventajas se encuentra la aptitud de las cepas
vacunales para cruzar la placenta e inducir todas las consecuencias conocidas de infeccidn por pestivirus fetal (Liess B
et al., Zentralblad Veterinarmed. [B] 31:669-681, 1984). Ademads, las vacunas contra pestivirus vivas-modificadas son
las causantes, segiin se ha indicado, de efectos inmuno supresores, probablemente debido a su aptitud para propagarse
por el animal vacunado y replicar durante varios dias en linfocitos y neutrdfilos, causando de este modo leucopenia y
propagacion horizontal (Roth J.A. and Kaeberle M.L., Am. J. Vet. Res. 44:2366-2372, 1983). Ademas, se ha informado
de epizotia de enfermedad mucosal (consecuencia de una infeccién persistente por BVDV) y de infecciones agudas
por BVDV tras la vacunacién con vacunas con virus vivos (Lambert G., JAVEA 163:874-876, 1973).

Por consiguiente, a pesar de que se considera por lo general que las vacunas vivas tienen propiedades inmunolégi-
cas Optimas, existe una clara desventaja en la utilizacion de una vacuna de pestivirus vivo en el control y la erradicacién
de infecciones por pestivirus.

Estas desventajas estan relacionadas con el hecho de de que una vacuna pestiviral viva convencional, tras la inocu-
lacion del animal con la vacuna, estd sujeta a toda una serie de replicaciones y se propaga por todo el animal vacunado.
Esto puede tener como resultado el derrame (shedding) mencionado anteriormente del virus (propagacién horizontal),
que después de todo constituye un resultado normal de cualquier infeccién viral, en la que un animal es infectado por
un virus, tras lo cual dicho virus replica, se propaga por el cuerpo, puede volver a replicar y, finalmente, es expulsado
del animal infectado propagédndose e infectando a un segundo animal, por contacto.

Todavia mds graves son sin embargo las infecciones congénitas por pestivirus, que causan la denominada propaga-
cion vertical. Los fetos son infectados cuando el virus se propaga por el cuerpo de un animal prefiado y el virus cruza
la barrera trans-placental. Segin el momento de gestacion y la virulencia del virus infectante, se pueden observar
varios efectos. Entre los efectos graves se encuentra la muerte de embriones o fetos, malformaciones, momificacion,
el hecho de que nazcan muertos o la muerte perinatal (Liess B, Vol. 2 Disease Monographs (E.P.J. Gibas, Editor) Aca-
demia Press, London, pp. 627-650, 1982). Las infecciones por virus menos virulentos o las infecciones en estadios
posteriores de la gestacion suelen tener como resultado el nacimiento de descendencia infectada congénitamente (van
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Oirschot, J.T,. en: Classical swine fever and related viral infections B. Liess (fiebre porcina clésica e infecciones virales
afines) B. Liess (ed) Martines Nijhoff Publishing Boston pdginas 1-25, 1988), es decir que las terneras, los corderos
o los cerditos suelen quedar infectados de por vida de modo persistente, muchas veces no se desarrollan bien y son
propensos a la inmuno supresién y a patologias (sub clinicas) tales como patologia mucosal con BVDV (Brownlie J.
Arch. Virol. [Suppl. 3]: 73-96, 1991)), y finalmente una fuente continua de infeccién para el resto de la poblacion.

La invencién presenta particulas similares al pestivirus y una vacuna de pestivirus viva-modificada que comprende
un 4cido nucleico o dicha particula es capaz de producir una respuesta inmune adecuada sin que se propague por el
animal vacunado, evitando asi las consecuencias negativas de la propagacién viral. De preferencia, dicha respuesta
inmune permite la discriminacién serolégica entre animales vacunados y animales infectados por pestivirus naturales.

La propagacién viral o la propagacion de dcido nucleico viral en un animal inoculado se podria evitar también
tedricamente inoculando un animal con una particula de interferencia defectuosa pestiviral (DI) como por ejemplo la
conocida por Meyers et al., (J. Virol. 70: 1588-1595, 1996) o Kupfemann et al., J. Virol 70: 8175-8181, 1996) si se
pudiera obtener las particulas DI libres del pestivirus ayudante necesario para su replicacion, lo cual es, para todos los
efectos practicos, casi imposible. La inoculacién del animal con una preparaciéon DI que contiene el virus ayudante
también frustraria todos los objetivos; el virus ayudante se propagaria por todo el animal sometiéndole a la infec-
cién no deseada por pestivirus y permitiendo la transmisién horizontal y vertical. Por consiguiente, la discriminacién
serolégica tampoco es posible ya que los anticuerpos dirigidos contra el virus ayudante serfan detectados.

No obstante, incluso si se lograra obtener las particulas DI libres del virus ayudante, no daria ningin resoltado ya
que las particulas de DI pestiviral no contienen dcido nucleico que permita obtener una respuesta inmune adecuada,
porque el 4cido nucleico DI no contiene esencialmente el 4cido nucleico codificador para proteinas estructurales o
partes inmuno-dominantes de las mismas, responsables de dicha respuesta inmune adecuada.

En una primera realizacidn, la invencién se refiere a un 4cido nucleico recombinante derivado de un pestivirus
del que se suprime funcionalmente 4cido nucleico, un fragmento que codifica al menos una proteina pestiviral o
practicamente parte de la misma relacionada con la propagacidn viral, permitiendo dicho 4cido nucleico la replicacién
de ARN en una célula adecuada y codificando al menos una proteina estructural funcional o por lo menos una parte
inmuno dominante de la misma.

La expresion “suprimido funcionalmente” aqui empleada se refiere a cualquier insercién, modificacién o supre-
sién del genoma viral que tiene como resultado la produccion, a través de la transcripcién y la traduccion del dcido
uncleico en una célula, de preferencia una célula apta para la transcripcion y la traduccién de dicho 4cido nucleico,
de preferencia una célula en un animal que se va a vacunar, de una proteina viral por lo menos funcionalmente in-
activada o un fragmento de la misma en su estado natural que interviene en la propagacién viral o por lo menos en
la transmision hacia o la infeccién de células. Debido a dicha proteina inactivada, incluso cuando se incorpora en la
particula viral que comprende dicho dcido nucleico, la citada supresién funcional ha incapacitado dicha particula para
que no pueda entrar o infectar una célula que normalmente quedaria infectada por la particula si dicha proteina o frag-
mento funcional hubiera funcionado adecuadamente en la particula. De este modo, aunque la particula todavia puede
formarse, dicha particula ya no es infecciosa para otras células y ya no puede contribuir, por la via de la infecién, a la
propagacién o transmision de dicha particula a otra célula, pese al hecho de que una célula una vez infectada puede
fusionarse/condensarse y/o dividirse, generando asi miiltiples células que comprenden dicha particula.

Dicho 4cido nucleico permite la replicaciéon del ARN en una célula adecuada y codifica por lo menos una proteina
protectora funcional o por lo menos una parte inmuno dominante de la misma. En una realizacién preferida de la
invencion, la proteina protectora es una proteina estructural, en general, las partes inmuno dominantes de proteinas
de envoltura estructural montan la mejor respuesta inmune de las proteinas pestivirales, aunque algunas proteinas no
estructurales, como por ejemplo NS3, también son capaces de montar/organizar una respuesta inmune suficiente para
algunos fines y por lo tanto también se pueden incluir. Por consiguiente, aunque la propagacion por infeccion ha sido
evitada ahora, el hecho de que sea posible la replicacién de ARN permite una o mas series de transcripciéon y traduc-
cién en dicha célula de proteinas inmunolégicamente dominantes contra las cuales un animal vacunado organiza una
respuesta inmune mediante la cual queda por lo menos en parte protegido contra las consecuencias de la infeccién con
un pestivirus natural. La/las proteinas traducidas o fragmento/fragmentos de las mismas son en si mismas responsables
de dicha respuesta inmune y pueden también formar parte de una particula similar a un virus, que comprenda incluso
el ARN replicado, pero dicha particula no es infecciosa debido al hecho de que una caracteristica funcional esencial
de la proteina funcionalmente suprimida no existe.

Aunque en una realizacién el dcido nucleico aqui descrito puede comprender ADN con el fin de permitir la va-
cunacion por ADN, en otra realizacién la invencioén se refiere a 4cido nucleico, donde dicho 4dcido nucleico es ARN,
para permitir la vacunacién de ARN. Dicho ARN es por ejemplo empaquetado en una particula similar a un virus en
una célula de complemento como presenta la invencion provista de una proteina funcional o fragmento (derivado de
dicha célula complementaria) responsable de interacciones virus-célula que permiten que dicha particula entre en o
infecte una célula adecuada o pueda introducirse de otro modo en las células del animal, como por ejemplo por via
intradermal.

En una realizacién preferida, la invencion se refiere a un dcido nucleico en el que dicha supresion funcional estd
en un fragmento que codifica la proteina de envoltura. Lo esencial en la infeccidén con pestivirus es la interaccion de
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proteinas estructurales virales con la superficie o un receptor de la célula susceptible. Es a través de esta interaccién
que se produce la infeccién. Especialmente las proteinas de envoltura E* y/o E™ proporcionan esta interaccién y
la supresién funcional de por lo menos una de estas proteinas de envoltura o fragmentos funcionales de la misma
(en particular aquellos fragmentos que intervienen en la interaccién del receptor o de la superficie) conduce a la
construccion de infectividad.

En la descripcion detallada de la invencién, se dan varios ejemplos de estas supresiones funcionales en un dcido
nucleico que codifica proteina relacionada con propagacién viral. Uno de los ejemplos comprende una modificacién de
una cisteina codificadora de codén de dcido nucleico, donde se induce un cambio conformacional en un fragmento de
proteina pestiviral, de preferencia una proteina de envoltura, de tal forma que dicha proteina funcionalmente suprimida,
al incorporase en dicha particula incapacita a dicha particula para que no pueda entrar en una célula que, de otro modo,
es accesible. Uno de los ejemplos es la modificacién de un codén, que da como resultado un cambio de cisteina, por
ejemplo en la posicién de aminodcido 422 o para este caso, en la posicion 381 de la secuencia de aminodcidos de
la proteina E™ de CSFV, o en ubicaciones funcionalmente correspondientes en la proteina E™ o de CSFV u otros
pestivirus que, obtenidos por ejemplo por comparacién de secuencia, también son ofrecidos por la invencién. Otro
ejemplo comprende la supresién de grandes fragmentos de un dcido nucleico que codifica una proteina pestiviral
suprimiendo por ejemplo por lo menos un fragmento que codifica posiciones aproximadamente correspondientes 170-
268 u otros fragmentos funcionalmente afines de las proteinas de capside C de CSFV u otros pestivirus o suprimiendo
por lo menos un fragmento que codifica posiciones aproximadamente correspondientes 500-665 u otros fragmentos
funcionalmente afines de las proteinas El de CSFV u otros pestivirus o comprende la supresién de fragmentos que
codifican etc. Otro ejemplo comprende la supresién de grandes fragmentos de un 4cido nucleico que codifica una
proteina pestiviral, por ejemplo suprimiendo al menos un fragmento que codifica posiciones correspondientes 381,
422, 381-422, 405-436, 422-488 o 273-488 u otros fragmentos funcionalmente afines de la proteina E™ de CSFV
u otros pestivirus o comprende la supresion de fragmentos que codifican posiciones correspondientes 698-1008 o
689-1062 en la proteina E2 de CSFV u otros fragmentos funcionalmente afines de la proteina E2 de CSFV u otros
pestivirus.

En una realizacién preferida, la invencion se refiere a un dcido nucleico en el que la citada supresién funcional
comprende una parte inmuno dominante de dicha proteina. Por ejemplo, suprimiendo un fragmento correspondiente
a aproximadamente las posiciones de aminodcidos 422-436 o 422-488 de la proteina E™, o correspondiente a las
posiciones aproximadas de aminodcidos 693-746, 785-870, 689-870 u 800-864 de la proteina E2 o cualquier otro
fragmento relacionado con una respuesta inmune discernible contra dicha proteina presenta la ventaja adicional de
obtener una vacuna discernible.

Suprimiendo dicho fragmento serol6gicamente discernible, al final se obtiene una vacuna marcadora que permite
la discriminacién seroldgica entre animales vacunados y animales infectados por un pestivirus natural.

Cuando se construye una vacuna, hay que tener en cuenta que (tipo de) test seroldgico se prefiere, una vez que
se ha empleado la vacuna en el campo. Para CSFV, deberd ser especifica del genotipo que bloquea, utilizando tests
diagnésticos basados en NS3. No obstante, la selecciéon de E2 o E™ como antigenos diagnésticos dificulta el des-
arrollo de una vacuna que utiliza las propiedades protectoras de estas proteinas. La invencion ofrece, sorprenden-
temente, una vacuna de pestivirus, en la cual se ha suprimido (funcionalmente) una proteina, de preferencia una
proteina de envoltura que comprende una parte inmuno dominante especifica que, seglin se piensa es responsable de
la proteccién, que permite, sorprendentemente, la discriminacién seroldgica sin dificultar gravemente las propiedades
protegidas.

Dichas propiedades protectoras son aportadas, de forma éptima, por un 4cido nucleico como el que se describe
aqui, que tiene un fragmento que codifica una proteina protectora que es una proteina estructural funcional, de pre-
ferencia una protefna de envoltura funcional o por lo menos una parte inmuno dominante de la misma. Se prefiere
todavia mds, en la invencién, un dcido nucleico que comprende un fragmento que codifica una supresion funcional
en una proteina de envoltura pestiviral, por ejemplo E2 o E™, respectivamente, y que comprende ademds un acido
nucleico que codifica otra proteina de envoltura protectora, o una parte inmuno dominante de la misma, por ejemplo
E™ o0 E2 o parte de las mismas, respectivamente.

En otra realizacién, la invencidn se refiere a un acido nucleico que comprende adicionalmente un fragmento de
dcido nucleico no-pestivirus, a un 4cido nucleico que codifica una proteina heteréloga o fragmentos de la misma. La
proteina heter6loga (fragmentos) se puede usr como marcador o se puede emplear para obtener una inmuno respuesta
protectora). Las secuencias del marcador son de preferencia altamente antigénicas y en una realizacién de la invencion,
derivadas de preferencia de un (micro) organismo que no replica en animales. Pueden codificar productos génicos
completos conocidos (p. ej. proteinas de cdpside o de envoltura o partes antigénicas de productos génicos (p. €j.
epitopos). Las secuencias de marcador pueden codificar también antigenos artificiales que no se suelen encontrar en la
naturaleza o marcadores histoquimicas como galactosidasa de Escherichia coli 3, alcohol de hidrogenasa de drosofila,
fosfatasa alcalina placental humana, luciferasa de luciérnaga y cloranfenicol acetil transferasa. La invencién se refiere
también a un 4cido nucleico en el que dicho fragmento nopestivirus se deriva de un patégeno que deriva de una o
mads proteinas (fragmentos) induciendo inmunidad protectora contra la enfermedad causada por el patogeno como
un fragmento derivado de parvovirus, coronavirus, virus del sindrome reproductor y virus resplratorlo porcmo virus
del herpes, virus de la gripe y otros muchos patégenos conocidos en el estado de la técnica. La invencién se refiere
también a un acido nucleico en el que dicho fragmento no-pestivirus se deriva de una citoquina que induce sefiales
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de inmuno regulacién o inmuno estimulacién cuando se expresa. En el estado de la técnica, se conocen numerosas
citoquinas como las interleuquinas, interferonas y factores de estimulacién de colonia o de necrosis tumoral.

La invencidn se refiere ademds a un dcido nucleico como el descrito aqui donde la citada célula adecuada com-
prende un constructo de acido nucleico que codifica por lo menos dicha proteina pestiviral o practicamente parte de
la misma relacionada con la propagacion viral. Esta célula adecuada comprende una célula que contiene un acido
nucleico recombinante que codifica por lo menos una proteina pestiviral o una parte sustancial de la misma relati-
va a la propagacidn viral y permite el empaquetado de dicha proteina pestiviral o una parte importante de la misma
en una particula similar al pestivirus. Esta célula complementaria o de empaquetado segun la invencién permite que
el 4cido nucleico o el dcido nucleico replicado que se describe aqui forma parte de una particula similar al pestivi-
rus, donde una parte importante de la proteina (fragmentos) que compone dicha particula se deriva de la traduccién
y la transcripcion en dicha célula de acido nucleico como el descrito aqui, que se complementa con una proteina
(fragmento) relativa a la propagacién viral derivada de dicho constructo de dcido nucleico que se expresa también
en dicha célula complementaria. Dicha proteina o parte sustancial de la misma relativa a la propagacién viral se
expresa de forma estable, de modo inducible o constitutivo, a partir de un 4cido nucleico integrado en el genoma
celular.

La invencidn ofrece también un método para obtener una particula similar al pestivirus que comprende la trans-
feccion de una célula de este tipo segtin la invencién con un dcido nucleico segtin la invencidn, y que permite ademas
que el citado dcido nucleico replique en la mencionada célula, permitiendo ademas que el 4cido nucleico replicado
forme parte de una particula que comprende por lo menos dicha proteina pestiviral o parte de la misma derivada de
la mencionada célula, y comprende ademds la recoleccion de dicha particula. Esta utilizacién de dcido nucleico segin
la invencion o una célula segtin la invencién en la produccién de una particula similar al pestivirus es lo que ofrece la
invencion. Transfectando dicha célula con 4cido nucleico segtn la invencién y permitiendo que dicho 4cido nucleico
replique, se empaqueta un ARN replicado de dicho 4cido uncleico en la particula similar al pestivirus mencionada,
particula que comprende también una proteina funcional o un conjunto de proteinas relacionadas con la propagacién
viral, por lo menos parcialmente derivadas del constructo de 4cido nucleico con el que se ha proporcionado también
dicha célula complementaria o de empaquetado. Asimismo, la invencién proporciona una particula similar al pestivi-
rus, que se puede obtener mediante un método segun la invencién; por ejemplo la invencién proporciona una particula
similar al pestivirus (o una multitud de particulas de este tipo) que comprende dcido nucleico derivado de un pestivirus,
suprimiéndose funcionalmente el dcido nucleico un fragmento que codifica por lo menos una proteina pestiviral o una
parte sustancial de la misma relacionada con la propagacioén viral, permitiendo dicho 4cido nucleico la replicacién de
ARN en una célula adecuada y codificando por lo menos una proteina estructural funcional o por lo menos una parte
inmuno dominante de una proteina estructural inmuno dominante. Dicha particula se puede derivar de un tipo de pes-
tivirus, aunque también puede ser una particula llamada hibrida, donde su genoma y parte de su proteina constitutiva
(fragmento) se derivan de un tipo de pestivirus como BVDV o BDV, pero donde la proteina complementaria (frag-
mento) se derivan de otro tipo de pestivirus como CSFV. Dicha particula, por haber sido producida en la mencionada
célula completentaria o de empaquetado es en si mismo infecciosa y por lo tanto capaz de introducirse en una segunda
célula adecuada, como una célula no complementaria capaz de ser infectada con un tipo de pestivirus en general o una
célula susceptible como la de un animal que se va a vacunar. Cuando se replica en dicha segunda célula (que es una
célula no complementaria) se produce una nueva particula que carece sin embargo de la posibilidad de infectar otra
célula por lo que resulta incapaz de propagarse por infeccién. Por consiguiente, cuando las particulas producidas en
una célula complementaria se utilizan para infectar un animal, como cuando se utilizan en o como vacuna, las parti-
culas infectaran células adecuadas en el animal vacunado, a partir de las cuales no se generardn sin embargo nuevas
particulas que se propaguen por infeccidn a otras células, demostrdndose de este modo los requisitos de una vacuna
no propagable (no transmisible).

La invencién también ofrece un método para obtener una vacuna de pestivirus no propagable que comprende
la obtencién de una multitud de particulas con un método segin la invencién y la preparacién de una suspension de
dichas particulas en un diluyente adecuado. En el estado de la técnica, se conoceb diluyentes adecuados, de preferencia
a base de agua, como medio (de cultivo) o solucién de sal (tamponada). La invencién también ofrece un método para
obtener una vacuna de pestivirus no propagable que comprende la obtencién de una multitud de particulas con un
método segun la invencion y la preparacién de una suspension de dichas particulas, combinando dicha suspensién
con un adyuvante. Como adyuvantes adecuados se pueden citar las emulsiones agua-aceite, sales de aluminio u otros
adyuvantes conocidos en el estado de la técnica; véase por ejemplo Vogel F.R. and Powell M.F, A compendium of
adjuvants and excipients. In: Vaccine design (Compendio de adyuvantes y excipientes en: Diseflo de vacuna) (eds)
Powell and Newmann, Pharmaceutical Biotechnology Series, Plenum, Nueva York, 1994. La invencién proporciona
por lo tanto una vacuna de pestivirus no propagable que se puede obtener con un método segin la invencién. La
invencién proporciona una vacuna que comprende un dcido nucleico segin la invencién o una particula similar al
pestivirus segin la invencién y comprende ademds por lo menos un adyuvante. La eficacia 6ptima de la vacuna se
consigue si su 4cido nucleico se dirige/apunta hacia células que presentan antigeno adecuado. La replicacién y la
traduccién del ARN viral en estas células dardn como resultado el proceso de antigeno viral para su presentacién
Optima al sistema inmunolégico.

En una realizacion de la invencion, la vacuna consiste en particulas similares al pestivirus producidas en una célula
de empaquetadura complementaria que, con o sin adyuvante, se aplican al animal por vias diferentes como por ejemplo,
sin que esto suponga limitacién, vacunacién intranasal, intramuscular, intradermal o intravenosa o una combinacién
de dichas vias. En otra realizacién de la invencién, la vacuna consiste en ADN o ARN esencialmente desnudo segtin
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la invencién que, con o sin adyuvante, se aplica de preferencia al animal por via intradermal. No obstante, también
resultan adecuadas vias alternativas como, sin que esto suponga limitacion alguna, la via intramuscular.

Se proporciona una vacuna de este tipo donde el citado dcido nucleico se deriva de una cepa de pestivirus (vacuna)
a partir de la cual se proporciona o se pueden proporcionar copias infecciosas y de cADN (de longitud completa), como
por ejemplo virus de cepa C o de otro pestivirus, otro tipo de vacuna o tipo natural de un virus de la fiebre porcina
clasica, virus de diarrea viral bovina o virus de enfermedad de Border o virus hibrido. Para mayor sencillez, se utiliza
aqui la numeracién de la secuencia de cepa C para todas las secuencias de pestivirus. De hecho, en otras secuencias de
pestivirus la numeracion de las proteinas EX¥ y E2 en la (poli) proteina pueden diferir ligeramente debido a diferencias
de longitud en las secuencias (poli) proteinicas de cepas de pestivirus. Basdndose en la homologia, los términos Ny C
de la secuencia E2 o ER™ de cualquier cepa de pestivirus pueden determinarse sin embargo facilmente como lo indica
Rumenapf T. et al., J. Virol 67:3288-3294, 1993 o Elbers K. et al J. Virol. 70:4131-4135, 1996.

La invencién también ofrece un método para controlar y/o erradicar una infeccién por pestivirus, que comprende
la vacunacién de por lo menos un animal con una vacuna segtin la invencién. Dicha vacunacién sirve para evitar o
mitigar una infeccién por pestivirus natural que pueda tener dicho animal o con la que pueda encontrarse debido a
la presencia de un virus natural en su entorno. Como no se produce ninguna propagacién de la vacuna, el animal
vacunado puede ser vacunado de forma seguro incluso si estd prefiado y no se produce ningin riesgo de infecciones
vaginales congénitas de sus fetos o propagacion de la vacuna de un animal vacunado a un animal no vacunado debido
a la naturaleza no propagable de la vacuna.

Ademds, la invencion proporciona un método para controlar y/o erradicar una infeccién por pestivirus que com-
prende la realizacién de un test en un animal vacunado con una vacuna segun la invencion para detectar la presencia
de anticuerpos especificos de un pestivirus natural. En una realizacién preferida, en dicho método para controlar di-
cha vacuna se utiliza una vacuna de marcador. La utilizacién de dicha vacuna de marcador, como la que ofrece la
invencion, permite la discriminacion seroldgica entre animales vacunados y animales infectados por virus y también
la eliminacién controlada del virus. Para la discriminacién seroldgica de genotipos de pestivirus no basta con ofrecer
proteccion con una vacuna que contiene las proteinas de proteccién E2 o ER™ pero no la proteina NS3 y detectar
infecciones con tests basados en NS3. NS3 no es especifico del genotipo, por lo menos no produce anticuerpos es-
pecificos del genotipo para permitir la discriminacién entre genotipos. Aunque no se puede hacer ninguna objecién
a la utilizacién de los tests para diagnosticar infecciones BVDV o BDV, dichas pruebas diagnosticas dificilmente se
pueden utilizar en el perfodo posterior a las campafas de vacuna- cién contra por ejemplo CSFV en cerdos. La circu-
lacién de anticuerpos NS-BVD o NS3-BVDV producird toda una serie de resultados positivos-falsos, que conducen
a sospechas de infeccién por CSFV cuando en realidad no existen en las poblaciones de cerdo sometidas a prueba.
De preferencia, las pruebas se usan para detectar anticuerpos con E2 o fragmentos serolégicamente discernibles del
mismo cuando la supresion funcional es en el fragmento de 4cido nucleico que codifica la proteina E2 y la proteina
protectora comprende principalmente proteina protectora E™ o fragmentos de la misma opcionalmente suplementados
con otros (fragmentos) de proteina protectora o viceversa, las pruebas se usan para detectar anticuerpos contra E™ o
fragmentos serolégicamente discernibles de los mismos, si la supresién funcional en el fragmento de 4cido nucleico
que codifica la proteina E™ y la proteina protectora comprende principalmente proteina E2 o fragmentos de la misma,
opcionalmente suplementados con otros (fragmentos) de proteina protectora.

La invencién también presenta un animal vacunado con una vacuna de pestivirus no propagable (no transmisible)
segun la invencién. Como este animal no corre el peligro de propagar la vacuna a animales con los que entre en contacto
o con sus fetos, dicho animal presenta ventajas considerables respecto de los animales vacunados con vacunas de
pestivirus convencionales. Puede ser vendido por ejemplo durante el periodo inmediatamente posterior a la vacunacion,
mientras que de otro modo la venta se tiene que restringir debido al riesgo de propagacion.

La invencion se explica a continuacién con més detalle sin que esto suponga limitacién alguna.
Ejemplo 1
Construccion y caracterizacion de cepas de CSFV recombinante Flc22, Flc23, Fic30, Flc31, Fic32 y Flc33
Materiales y métodos

Células y virus

Se cultivaron células de rifién de cerdo (SK6-M, EP 0 351 901 B1) en medio basal de Eagle que contenia 5%
de suero bovino fetal, glutamina (0,3 mg/ml) y los antibidticos penicilina (200 U/ml), estreptomicina (0,2 mg/ml) y
micostatina (100 U/ml). Se comprob6 la ausencia de anticuerpos BVDV y BDV en el suero bovino fetal segin lo
descrito anteriormente (Moormann et al., 1990. Virology 177:184-198).

Se cultivaron virus de CSFV cepa C recombinante Flc22, Flc23, Flc30, Flc31, Flc32 y Flc33 y se prepararon en
la forma descrita anteriormente (Moormann et al., 1996. J. Virol. 70: 763-770) con una ligera modificacién, el medio
de cultivo de células SK6 se cambid por medio basal de Eagle suplementado. Se prepararon estirpes (stocks) de virus

sometiendo a “passaging” el virus de 8 a 10 veces por células SK6¢26. Los titulos de los virus obtenidos oscilaron
entre 0,5 y 5,8 TCIDsy/ml.
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Construccion de una linea celular estable SK6 que expresa E™

El plasmido pPRKc16 contiene el gen E2 de C cepa CSFV bajo control de las sefiales de transcripcién y de
traduccién del vector de expresion pEVhisD12. El plasmido pEVhis D12 es un vector que contiene secuencias de
potenciador/ promotor del gen inmediatamente anterior del cito megalovirus humano seguido de un codén de inicia-
cién de traduccion y el gen histidinol de hidrogenasa (hisD) bajo control del promotor temprano SV40 que se puede
utilizar como marcador selectivo (Peeters et al., 1992, J. Virol. 66: 894-905). El gen E™ del C cepa CSFV se amplifico
mediante reaccién PCR con iniciadores p974 5’ AAG AAA AGA TCT AAA GCC CTA TTG GCA TGG 3’ y p976 5°
TTGTT ACA GCT GCA TAT GTA CCC ATAT TTT GCT TG 3’. Tras la digestion de Bg/III, el fragmento PCR se
ligé dentro del vector pPRKc16, que fue digerido con Sall rellenado y posteriormente digerido con Bg/Il. El plasmido
resultante pPRKc26 contiene el gen E™ del CSFV cepa C.

Para la transfeccion de células SK6 con pPRKc26, se diluyé lipofectamina (20 pg) (Gibco-BRL) en 50 ul Opti-
mem-I mezclado con ADM plasmido (1 ug) diluido en 50 1 de Optimem-I (Gibco-BRL) y se dejo reposar esta mezcla
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células SK6 cultivadas en placas para cultivo de tejido de 10 cm? se
lavaron con Optimem-I. Se afladié Optimem-I fresco (0,5 ml) seguido de la mezcla de transfeccion de ADN. Tras 4
horas de incubacién a 37°C, se quit6 la mezcla de transfeccién y se aportd a los pocillos medio que contenfa 5 mM
de histidinol. Tras 24 horas de incubacién a 37°C, se tripsinizaron y cultivaron células en placas de 90 mm?. El medio
se cambi6 cada 3-4 dfas. Después de 15 dias se recogieron colonias individuales y se cultivaron en placas de 20 cm?.
La expresion de E™ se determiné inmuno-tifiendo las células con Mabs C5 (Wensvoort 1989, Thesis, Universidad de
Utrech) dirigida contra E™ de CSFV cepa C. Se realiz6 una segunda serie de clonacion tripsinizando y cultivando las
células en dilucién (10 veces) en placas de microtitulacién en un medio que contenia S mM de histidinol. Se tripsiniza-
ron pocillos con colonias individuales y se determind la expresion de E™ por inmuno-tincién (Wensvoort et al., 1988,
Vet Microbiol. 17 129-140) de las células Mab CS5. La linea celular establecida SK6 que expresa constitutivamente
E™ recibi6 el nombre de SK6¢26.

Caracterizacion de la linea celular estable SK6¢c26

Se comprob6 la expresién de E™ de la linea celular SK6¢26 en una tincién de inmuno peroxidasa con anticuerpos
monoclonales especificos de E™ (Mabs) CS5, especifico de E™ de la cepa C (Wensvoort 1989, Thesis Universidad de
Utrecht), 140,1 y 137,5 dirigido contra E™ de cepas CSFV y Brescia (de Smit et al., datos no publicados), y un suero
de conejo policlonal, R716 (Hulst et al., J. Virol. 1998, 72:151-157). La actividad RNasa de E™ expresada en la linea
celular de SK6¢26 se midié modificando el método de Brown and Ho (Plant Physol. 1986, 82: 801-806) tal como se
describe en Hulst et al. (J. Virol. 1998, 72:151-157). La cantidad de E™ se determiné mediante un ELISA indirecto
basado en Mab C5 como anticuerpo de recubrimiento y Mab 140,1 conjugado con peroxidasa de rdbano picante como
anticuerpo de deteccion segun lo descrito por Hulst ef al., (J. Virol. 1998, 72:151-157).

Construccion de CSFV E™ recombinante

pPRKc5 (Hulst et al., Virol. 1998, 72: 151-157) es un derivado de pEVhisD12 que contiene la secuencia de
nicleotido de la autoproteasa y genes estructurales de C cepa CSFV (CSFV cepa C ;/?77?), sin E™ (N*° C y EI-E2,
aminodcidos (a.a) 5-267 y 495-1063 de la secuencia de aminodcidos de CSFV cepa C) (Moormann et al., 1996, J.
Virol. 70: 763-770). Se introdujo una zona Unica Stu I en pPRKc5 en la posicién en que se suprimié E™.

Dos oligémeros complementarios, el oligdmero directo p1135 (5°CCG AAA ATA TAA CTC AAT GGT TTG
GCG CTT ATG 3’) y el oligémero inverso p1136 (5° CAT AAG CGC CAA ACC ATT GAG TTA TAT TTTCGG 3°)
se fosforilaron con T4 ADN quinasa, se hibridaron e insertaron por medio de ligacién en un vector pPRKc5 digerido
con Stul tratado con fosfatasa alcalina. Este constructo recibi6 el nombre de pPRKc48. Este constructo alberga los

cinco aminodcidos N-terminal mds lejanos y los seis aminodcidos C-terminal m4s lejanos de E™ (supresién a.a. 273-
488) (figura 1 y figura 2A).

Se realizé una supresiéon de aminodcidos 422 a 488 en E™ de cepa C mediante amplificacién PCR del gen E™
utilizando el iniciador directo p974 y el iniciador inverso p1120 5> GAC GAG TTC GGC ATA GGC GCC AAA
CCA TGG GCT CTC TATA AC TGT AAC 3’. El epitopo HA, secuencia a.a. YPYDVPDYA (Wilson et al., Cell
1984, 37, 767-78) se construy6 hibridando los nucleétidos complementarios 3’ de P1125 5° GAC AGA TCT ATC
GAT TAC CCA TAC GAT GTT CCA GAT 3’ y P 1125 5 GAC GTC GAC GGA TCC AGC GTA ATC TGG AAC
ATC 3’ (subrayado en la secuencia HA) y rellenando los nucleétidos de cadena simple 5° en un PCR con polimerasa
Vent (New England Biolabs). El producto PCR del epitopo HA fue digerido con Cla/Sal/l y el producto PCR de E™
fue digerido con BglIl/ Narl. Los dos productos PCR digeridos se ligaron por medio de ligadura de tres puntos en
el vector pPRKc16 que fue digerido con BglII y Sall. El resultado fue un pldsmido pPRKc43 que contenia un E™
recombinante con una supresioén de aminodcidos 422 a 488 con un epitopo HA terminal C (Figura 1y figura 2B). Tras
la amplificacién de PCR del plasmido pPRKc43 con el iniciador directo p935 5 CCG AAA ATA TAA CTC AAT
GG 3’ y el iniciador inverso p925 5° CATA AG CGC CAA ACC AG GTT 3’, el producto PCR se fosforilé con T4
ADN quinasa y ulteriormente se ligd dentro del vector pPRKc5 digerido con Stul tratado con fosforilasa alcalina. El
constructo resultante que alberga la secuencia de uncleétidos de la autoproteasa, las proteinas estructurales de cepa C
y el E™ recombinante que carece de a.a. 422 a 488 recibi6 el nombre de pPRKc50 (figura 2).
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Se realizé un mutante de supresion que carece de aminoacidos 436 a 488 de E™ de cepa C mediante amplificacion
PCR del gen E™ utilizando el iniciador directo p974 y el iniciador inverso p1121 5 GAC GGA TTC GGC ATA GGC
GCC AAA CCA ATC CCC ATA CAA GGT ATC CTC 3’. Tras la digestiéon de Bgl/II/Narl, el fragmento se ligd con el
producto PCR de epitopo HA digerido con Clal/Sall mediante una ligadura de tres puntos en el vector pPRKc16, que
fue digerido con BgllIl/Sal/l. El plasmido resultante pPRKc42 fue amplificado PCR con el iniciador directo p035 y el
iniciador inverso p925. Ese producto PCR se fosforil6 con T4 ADN quinasa y se ligd ulteriormente dentro del vector
pPRKcS5 digerido con Stul tratado fosfatasa alcalina. El constructo resultante que alberga la secuencia de nucleétidos
de la autoproteasa, las proteinas estructurales de cepa C y el E™ recombinante que carece de a.a. 436-488 recibe el
nombre de pPRKc49.

Se realiz6 un mutante de supresion que carece de aminodcidos 422 a 436 mediante amplificacién de PCR de
plasmido pPRKc129 con los iniciadores p1147 5> CAA ACT GCC GCA CTA ATG TGG GCT CTC TAT AAC
TGT 3’ y p925. Seguidamente, el producto PCR obtenido se aislé de gel agarosa y se utilizé como iniciador inverso
en una segunda reaccién PCR con iniciador p935 como iniciador directo para la amplificacién de pPRKc129. Este
segundo producto PCR fue quinado y se ligd dentro del vector pPRKcS tratado con Stul tratado con fosfatasa alcalina,
obteniéndose como resultado el plasmido pPRKc51.

Una sustitucion de cisteina (CYS) a serina (SER) en posicién de a.a. 422 se construyé con amplificacion PCR
de pPRKc129 con el iniciador directo p1140 5> GAC AGC CCT TCG AAT TTC AAT GT 3’ y el iniciador inverso
p925. Las demas etapas fueron las mismas que las del mutante de supresion que carece de a.a. 422 a 436. El plasmido
pPRK(c52 contiene el gen de autoproteasa y las proteinas estructurales de cepa C con un E™ mutado que contiene una
sustituciéon CYS-a-SER en la posicién 422.

Se construyé una mutacion cisteina a serina en la posicién a.a. 405 mediante amplificacién PCR de pPRKc129
con el iniciador directo p1148 5’-CCT GAC CGG TTC GAA GAA AGG GAA-3’ y el iniciador inverso p925. Las
demds etapas fueron las mismas que las del mutante de delecion que carece de a. a. 422 a 436. El plasmido pPRKc54
contiene el gen de autoproteasa y las proteinas estructurales de cepa C con un E™ mutado que contiene una mutacién
CYS-a-SER en la posicién 405.

Se construyd una sustitucién de cisteina a serina en una posicién a.a. 381 por amplificaciéon PCR de pPRKc129
con el iniciador directo p1149 5’-TGC GCT GTG ACT AGT AGG TAC GAT AAA-3’ y el iniciador inverso p925.
Las etapas siguientes fueron las mismas que las del mutante de supresion que carecia de a.a. 422 a 436. El pldsmido
pPRKc56 contiene el gen de autoproteasa y las proteinas estructurales de cepa C con un E™ mutado que contiene una
mutacién CYS-a-SER en la posicién 381.

Se transfectaron en células SK6 clones en los cuales se habia insertado el gen E™ mutado en la orientacién correcta
y se comprobo la expresion de E™ y E2 por inmunotincién con anticuerpos con E™ (C5, 140, 1, 137, 5, R716) y Mabs
b3 y b4 especificos de E2 (Wensvoort 1989, J. Gen. Virol. 70:2865-2876).

Construccion de constructos CSFV de longitud completa que albergan mutantes de supresion E™

Se aislé un fragmento Clal/NgoIMI de pPRKc48 y pPRKc50 y se ligd dentro del vector digerido Cla/NgolMI,
pPRKflc2, designado anteriormente pPRKflc133 (Moormann et al., 1996, J. Virol 70: 763-770) y los mutantes E™
cepa C CSFV de cADN de longitud completa resultantes recibieron el nombre de pPRKflc23 y pPRKflc22. El esquema
de construccién completa de los constructos de longitud total pPRKflc22 y pPRKflc23 se muestra en las figuras 2A y
2B y en la figura 1 se da una vista general del plasmido E™.

De forma similar se transfirieron el mutante de supresién 422-436 de pPRKc51 y las sustituciones CYS-a-SER
de pPRKc52, pPRKc54, pPRKc56, al vector pPRKflc2 mediante digestion CLAI/NgoIMI dando como resultado los
clones de cADN de longitud completa recombinantes pPRKflc30, pPRKflc31, pPRKflc32 y pPRKflc33, respectiva-
mente.

Aislamiento de virus recombinantes

Se purific6 en columna (Qiagen) ADN plasmido de pPRKflc22, pPRKflc23, pPRKflc30, pPRKflc31, pPRKflc32
y pPRKflc33, y se linealiz6 con Xbal. El ADN se extrajo con fenol-cloroformo, precipitado con etanol y se disolvid
en agua. Se transcribié ADN del pldsmido linealizado (1 ug) en un volumen de reaccién de 100 um que contenia 40
mM trisHCI (pH 7,5), 6 mM MgCl,, 2 mM de espermidina, 10 mM de ditiotreitol, 40 U de rARNSsin (Promega), 0,5
mM de cada rNTP y 35 U de T7 ARN polimerasa (Pharmacia). Tras 1 hora de incubacién a 37°C, se afiadieron 10 U
de DNasel libre de RNasa (Pharmacia) y la mezcla se incubé durante otros 15 minutos. Se extrajo ARN con fenol-
cloroformo, se precipité con etanol y se disolvié en 10 u de agua.

Para la transfeccién de ARN, se diluyeron 10 g de lipofectina en 50 ul de Optimem-I. Tras 45 minutos de incuba-
cién a temperatura ambiente, se afiadi6é 1 ug de ARN diluido en 50 ul de Optimem-I y se incub6 durante 15 minutos
mads. Unas células de SK6¢26 cultivadas en placas de cultivo de tejido de 10 cm? se lavaron con Optimem-I y se incu-
baron con la mezcla de transfeccion de ARN durante 4 horas a 37°C. Luego, los pocillos recibieron medio fresco y se
incubaron durante 4 dias a 37°C. La transfeccién de ARN se realiz6 por duplicado. Se procedi6 a la inmuno-tincién de
una muestra con Mabs b3/b4 especificos de E2. En cuanto se vio que la inmuno-tincién E2 era negativa, se hizo pasar
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la muestra duplicada y se dividié en dos muestras. Una de estas muestras se usé para la inmuno-tincién 4 dias después
de someter al passaging. Se aplicé sobrenadante de pocillos en los cuales se vio expresion de E2 sobre células frescas
de SK6¢26 o SK6 para determinar la presencia de virus infeccioso. A los cuatro dias, se fijaron las monocapas y se
sometieron a inmuno-tincién en la forma antes descrita.

Cinética de crecimiento/cultivo de Flc22 y Flc23

La cinética de crecimiento de los virus se determiné en células SK6¢26. Se infectaron monocapas subconfluentes
en pocillos M24 con una multiplicidad de infeccién de 0,1. Los virus fueron adsorbidos durante 1,5 horas. Antes de
aportarse medio fresco a las células, se recogié la primera muestra en el momento cero. A los 0,1,2,3,4,5,6 y 7 dias
de la infeccién las placas M24 se congelaron/descongelaron dos veces y se aclararon por centrifugacién durante 10
minutos a 5.000 x g a 4°C. Se determinaron los titulos de virus (log TCIDs, por mililitro) de lisatos totales (lisatos
celulares mas sobrenadantes) sobre células SK6¢26.

Caracterizacion de virus E™ recombinantes

Los genes E™ de Flc22 y Flc23 se secuenciaron. Por consiguiente se aislé6 ARN citopldsmico de células de SK6c26
infectadas con estos virus respectivos utilizando el kit de aislamiento de ARN total RNeasy (Qiagen). Se analizaron
por RT-PCR fragmentos de ADN que cubrian los genes de E™ utilizando iniciadores p1154 5> GTT ACC AGT TGT
TCT GAT GAT 3’ y p305 5° GGG GTG CAG TTG TTG TAT CCA 3’ amplificando secuencias de nucleétidos 865 a
1920, se analizaron sobre un gel de agarosa al 1,5% en 1 x TAE y se purificaron sobre columnas Costar Spin-X. Se
realiz6 un RT PCR del gen E2 con par de iniciadores p307 TGG AAT GTT GGC AAA TAT GT y p304 CAC TTA
CCT AT[A,G] GGG TAG TGT GG amplificando la posicién de nucleétidos 2200-3174.

Se determinaron por secuenciacion de ciclo PCR las secuencias de los fragmentos de PCR purificados utilizando
el kit de secuenciacién de ciclo de reaccién Big dye dRhodamine terminador ready (PE) segin las condiciones del
fabricante con iniciadores de flanqueo y se analizaron sobre un analizador genético 310 ABI PRISM.

Se caracterizaron ademads los virus recombinantes en un ensayo monocapa de inmuno peroxidasa. Para ello, se
infectaron células de SK6 con los virus recombinantes y Flc2. Tras la incubacién durante 4 horas a 37°C, se inmuno-
tifieron monocapas con Mabs especificos de CSFV E2 (Mabs b3/ b4), CSFV E™ Mabs 140,1, C5, 137,5 y un suero de
conejo policlonal contra E™ R716.

Se determiné el indice de neutralizacién de virus (reduccién log de titulo viral [TCIDs,/ml] mediante suero de
neutralizacién) a una dilucién 1:250 de suero 716 especificamente dirigido contra Erns de CSFV cepa C y a una
dilucién de 1:1000 de un suero porcino 539 especificamente dirigido contra E2 de CSFV cepa Brescia (Hulst et
al., Virol 1998, 72:151-157). Se valoraron las estirpes virales de Flc2, Flc22 y Flc23 por dilucién de punto final en
presencia o ausencia de estos anticuerpos neutralizadores de CSFV.

Resultados
Expresion transitoria de E™ recombinante en células SK6

Estudios anteriores han mostrado que los anticuerpos producidos contra CSFV E™ no inhiben la actividad de la
RNase (Hulst et al., 1998, J. Virol. 72: 151-157). Los dominios activos de la RNasa de E™ estén situados en la mitad N-
terminal de la proteina (Schneider et. al., 1993, Science 261: 1169-1711, Hulst et. al., 1994 Virol. 200: 558-565) (véase
figura 1 para una representacién esquemdtica de E™) El andlisis Pepscan no revel6 ningin epitopo lineal en E™ para
los anticuerpos C5, 140,1 y 137,5 (no se muestran datos), lo cual indica que los epitopos son conformacionales. Por
consiguiente, se construyd un conjunto de recombinantes E™ con supresiones de longitudes diferentes en el término
C (figura 1). Estos mutantes de supresioén se construyeron en un plasmido de expresion pPRKcS que albergaba la
secuencia de nucledtidos de la autoproteasa y los genes estructurales (NP°-cap-sid-E1-E2) sin E™. La expresién de
estos constructos nos permitié utilizar el gen E2 como control para un marco de lectura abierto correcto ya que el gen
E2 estd situado en el terminal C del gen E™. Se transfectaron células SK6 con estos plasmidos y se realizé una tincién
por inmuno peroxidasa 24 horas después de la transfeccion (cuadro 1).

Las células transfectadas con el plasmido pPRKc49 que alberga una supresién de una posicion a.a. 436 a 488 se
pueden inmuno tefiir especificamente con todos los anticuerpos que reconocen CSFV E™ (Mab C5, 1501, 137,5) y
el suero policlonal R716, como el pldsmido de tipo natural pPRK83. No obstante el pldsmido pPRKc50 que alberga
una supresion de posicién 422 a 488 ya no es reconocido por los anticuerpos contra E™ sino que es positivo con
Mabs b3/b4 contra E2. Estos resultados muestran la presencia de un dominio antigénico distinto en E™ y/o un papel
importante de a.a. 422 a 436 para la ligadura y la conformacién de los epitopos en E™ Esta regién contiene una cisteina
en la posicion 422 que posiblemente interviene en las estructura conformacional de E™.

Para investigar el papel de esta region, se construy6 el pldsmido pPRKc51 que alberga la pequefia supresion de a.
a. 422-436. Como se muestra en el cuadro 1, la tincién por inmuno peroxidasa de las células transfectadas solo mostr6
Mab ligado a E2 y no a E™ Estos resultados mostraron la importancia de esta region para la conformacién de estos
epitopos de E™.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 273 669 T3

Establecimiento de una linea celular SK6 que expresa CSFV E™

Se transfectaron células SK6 con plasmido pPRKc26 que alberga el CSFV cepa C gen E™ y el gen de resistencia
histidinol (hisD). A las tres semanas se cribaron colonias supervivientes de la seleccién de 5 mM histidinol, para
comprobar la expresiéon de E™ por inmuno-tincién de las células con Mab C5 especifico de CSFV E™ Las células
positivas se clonaron una vez mds para garantizar la clonalidad.

Uno de los clones obtenidos mostr6 expresion de E™ en mas del 95% de las células y este clon recibié el nombre
de SK6¢26. La linea celular produjo cantidades sustancialmente mds importantes de E™ que los otros cinco clones
obténdos, como se pudo determinar por inmuno tincién. El passaging continuo de esta linea celular SK6¢26 en pre-
sencia de 5 mM de histidinol retuvo una expresion persistente en mas del 95% de las células durante por lo menos 10
meses (46 passaging). En paso en ausencia de histidinol para 10 passaging dio como resultado una ligera disminucién
de las células que expresan E™, hasta aproximadamente 80%.

La linea celular estable se sigui6 caracterizando con respecto a las caracteristicas bioquimicas de E™ producida.
La linea celular SK6¢26 reaccioné en IPMA con todos los anticuerpos E™ testados (cuadro 2A). La cantidad de E™
en los lisatos celulares de SK6c26 y células SK6 infectadas con Flc2 se determiné mediante un ELISA indirecto y se
extrapold en una curva standard preparada a partir de una preparacion purificada por inmuno afinidad de E™, preparada
en células de insectos. Los lisatos de las células de SK6¢26 reaccionaron con el Mab especifico de E™ y anticuerpos
policlonales en un ELISA indirecto, como el E™ natural (cuadro 2B). La cantidad de E™ producida en las células
SK6¢26 (10 ng por cm?) fue tres veces inferior a la de células SK6 infectadas con Flc2 (30 ng por cm?). Las células
SK6c26 y las Flc2 infectadas con células SK6 poseian una actividad de RNasa comparable a la medida con un ensayo
de RNasa de captura de antigeno (cuadro 2B). La proteina E™ de la linea celular estable tenia una movilidad similar a
E™ natural segin se determiné con SDS-PAGE y se dimeriz6 eficazmente como el E™ encontrado en viriones (Thiel
etal., 1991, J. Virol. 65: 4705-4712) (Cuadro 2B).

Construccion y recuperacion de virus recombinantes de E™ CSFV de cepa C Flc22 y Flc23

Dos recombinantes del gen E™ se sustituyeron en pPRKflc2, la copia infecciosa de longitud completa del CSFV
cepa C (Moormann et al., J. Virol 70: 763-770). El clon de longitud completa pPRKflc22 se deriva de pPRKc50 que
posee una supresion de a.a. 422 a 488 en E™ (figura 1). El clon de longitud completa pPRKc23 se deriva de pPRKc48
y alberga los cinco amino4cidos N-terminales mds lejanos y los seis aminodcidos C-terminales més lejanos de E™
(supresion de a.a. 273-488) (figura 1). La figura 2 muestra una representacion esquematica de la construccidén de estos
clones de longitud completa de E™ recombinantes

El ARN transcrito del cADN de longitud completa linealizado se transfect6 en la linea celular SK6 que expresa
E™ Cuatro dias después de la transfeccion, la tincién por inmunoperoxidasa del monocapa con Mab b3 no mostré
expresion de E2, incluso con ARN transcrito de pPRKflc2. La cantidad de proteina E2 del virus recombinante es
posiblemente demasiado baja para detectar por inmuno-tincidn. Por consiguiente, las células se sometieron a passaging
para obtener valores superiores de virus. Un passaging tras la transfeccion se obtuvo virus natural Flc2, mientras que
cuatro passaging después de la transfeccion, la expresion de E2 se pudo detectar con los clones recombinantes de
pPRKflc22 y pPRKflc23. Fueron necesarias de 3 a 5 passaging adicionales para obtener un titulo de virus de aprox.
5,5 TCIDs,/ml y esta estirpe (stock) se usé para la caracterizacion ulterior de los virus que recibieron el nombre de
Flc22 y Flc23 para los clones pPRKflc22 y pPRKflc23 respectivamente.

Se utilizaron sobrenadantes de células SK6¢26 infectadas con Flc22 y Flc23 para la infeccion de células SK6¢26
y SK6. Cuatro dias después de la infeccion, para ambos virus, aproximadamente 50-70% de las células SK6¢26 eran
positivas por tincién por inmuno peroxidasa E2 mientras que la infeccién en células SK6 solo dio como resultado
algunas células individuales o pares de células individuales que expresan E2. Teniendo en cuenta que las células
infectadas con CSFV se dividen normalmente (una vez en 24 horas), el nimero de células positivas observadas en
células SK6¢26 indicé replicaciéon y propagacion secundaria del virus mutado. Debido a que unicamente células
individuales o pares de células individuales expresaron E2 en las células SK6, esto indica que los sobrenadantes
derivados de las células SK6¢26 contienen virus infecciosos que pueden infectar y replicar en células SK6 si bien no
hay propagacion de célula a célula o infeccién secundaria de los virus mutados en estas células.

El sobrenadante o lisatos célulares de células SK6 infectadas con Flc22 y Flc23 se usaron para la infeccién de
nuevas células SK6 y SK6¢26, aunque eso tampoco condujo a células infectadas. Para la infeccion de pestivirus, la
interaccidn de las proteinas de envoltura viral E2 y E™ con la superficie celular se consideran esenciales. Debido a la
ausencia de E™ en las células SK6 no se pudieron formar particulas infecciosas a partir de los virus Flc22 y Flc23.

Por consiguiente, los sobrenadantes de las células infectadas SK6 no contenian virus infeccioso (figura 3), mientras
que el sobrenadante de las células infectadas SK6c26 con Flc22 y Flc23 pueden infectar células SK6 y SK6¢26, y por
consiguiente contenian virus infeccioso.

Las células SK6 infectadas con Flc22 y Flc23 derivadas de los sobrenadantes de las células SK6c26 se pudieron
inmuno-tefiir con Mabs dirigidos contra E2, pero no se encontraron células positivas con anticuerpos contra E™ (Mabs
C5 y R716). Como control, la infeccion de células SK6 con sobrenadante de células SK6¢26 infectadas con Flc2 dio
como resultado una tincién por inmuno peroxidasa positiva para E2 y E™ y una infeccién secundaria (figura 3).
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La transfeccién de cADN de longitud completa linealizados pPRKflc22 y pPRKflc23 en una linea celular SK6
que expresa constitutivamente la polimerasa del ARN T7 bacteriéfago en el citoplasma de la célula (Van Gennip
1999, J. Virol. Métodos, aceptado para su publicacioén), dio como resultado la expresion transitoria de E2 después de
la transfeccion, pero los seis passaging de las células transfectadas no tuvo como resultado la recuperacion de virus
recombinantes infecciosos (datos no mostrados).

Tomados juntos, estos resultados muestran que los virus mutantes E™ recombinantes Flc22 y Flc23 requieren com-
plementacién de E™ por medio de la linea celular complementaria para empaquetar el genoma del virus recombinante
para producir virus infecciosos.

Caracterizacion de virus recombinantes CSFV Flc22 y Flc23

Para confirmar la presencia de las mutaciones en los genomas de Flc22 y Flc23, se analizé ARN celular de células
SK6c¢26 infectadas con RT-PCR con iniciadores especificos CSFV. Los fragmentos, tras RT-PCR con iniciadores que
flanquean el gen E™ fueron de tamaifios esperados de aproximadamente 857, 401 y 1055 respectivamente para Flc22,
Flc23 y Flc2, mientras que el producto de RT-PCR del gen E2 fue para todos los virus del tamafio esperado de 974 bp
(figura 4). Los productos de amplificacion del gen E™ se sequenciaron y las secuencias obtenidas fueron las esperadas.
No se observé ninguna reversion al tipo natural o recombinacién con los genes E™ codificados por la linea celular.

Se determiné la cinética de crecimiento de Flc22 y Flc23 y el Flc2 natural en la linea celular complementaria
SK6¢26. Como se muestra en la figura 5, la curva de crecimiento en varias etapas de los virus recombinantes Flc22 y
Flc23 fueron muy similares aunque mostraron un crecimiento mas lento comparado con el virus emparentado Flc2. Se
alcanzaron titulos comprendidos entre 5,0-5,8 TCIDs,/ml con los virus recombinantes después de seis dias, mientras
que la cepa emparentada Flc2 alcanzd este titulo ya al cabo de tres dias. El titulo observado obtenido para Flc2 cuatro
dias después de la infeccién en la linea celular completentaria es 10 veces inferior a lo obtenido en la linea celular
parental SK6 (6,8 TCIDs,/ml).

Se realizaron experimentos para determinar si se incorporaba E™ en la envoltura viral. Por consiguiente, se va-
loraron las estirpes virales de Flc2, Flc22 y Flc23 en presencia de anticuerpos neutralizadores de CSFV. El cuadro 3
muestra la reduccién del titulo viral por incubacién por anticuerpos neutralizantes. Todos los virus recombinantes se
neutralizaron en la misma medida que el virus emparentado Flc2 con los anticuerpos policlonales neutralizantes espe-
cificos de E2 y de E™ E™ en la envoltura viral de Flc22 se pudo derivar de la linea celular complementaria asi como
de la proteina E™ recombinante codificada por el genoma viral. Pero el E™ recombinante de Flc22 no es reconocido
por el suero policlonal R716 (figura 3) utilizado para neutralizar los virus. Por consiguiente, el indice de neutralizacién
similar obtenido con el suero policlonal muestra que la cantidad de E™ derivado de la librea celular complementaria
en las envolturas virales de Flc22 era comparable a los de Flc2 y Flc23.

La figura 6 muestra la secuencia de aminodcidos de Flc22 y Flc23 en comparacién con Flc2. Flc23 es un mutante
de supresion de E™ en el que la zona de divisiéon entre C-E™ asi como E™ -El se dej6 intacta; la presencia de estas
zonas de divisién puede influir en la viabilidad del virus.

Construccion de pPRKflc30, pPRKflc31, pPRKflc32, pPRKflc33

Los resultados del cuadro 1 muestran la funcién importante de la regién de aminodcidos 422-436 para la confor-
macién de los epitopos de los anticuerpos E™ Esta regién contiene, en la posicién 422 una cisteina, que puede ser
responsable del reconocimiento de epitopo. Para estudiar el papel de esta regién, construimos un conjunto de clones
recombinantes de longitud completa de E™: uno carecia de a. a. 422-436 (pPRKflc30), un mutante de cisteina-a-
serina en la posicién 422 (pPRKflc31) y dos mutantes adicionales de cisteina-a-serina en las posiciones 405 y 381
(pPRKflc32 y pPRKflc33, respectivamente) (figura 1).

El ARN transcrito de los cADN de longitud completa linealizados se transfect6 en la linea celular SK6c26. Las
células se volvieron positivas tras inmuno-tincién con Mab b3 después de proceder al passaging de las células trans-
fectadas. Seguidamente, las células se sometieron 5 veces a passaging para obtener titulos superiores de virus.

Caracterizacion de virus CSFV recombinantes Flc30, Flc31, Flc32 y Flc33

Se utilizaron sobrenadantes de células SK6c26 infectadas con Flc30, Flc31, Flc32 y Flc33 para infectar células
SK6¢26 y SK6. Para todos los virus aprox. 30-50% de las células SK6¢26 eran positivas al tefiir por inmuno peroxi-
dasa E2, cuatro dias después de la infeccion. Para Flc30, Flc31 y Flc33 la infeccion en células SK6 dio tinicamente
resultados células individuales o pares de células individuales que expresan E2 y ninguna expresién de E™ (figura 3).
Esto indica que la infeccién y la replicacién se produjeron en las células SK6 pero que no hay propagacién de célula
a célula ni infeccién secundaria de los virus mutantes.

Se utiliz6 sobrenadante de células SK6 infectado con Flc30, Flc31 o Flc33 para infectar nuevas células SK6 y
SK6c26, pero esto no dio como resultado células infectadas. Por consiguiente, los sobrenadantes de estas células
infectadas SK6 no contenian virus infeccioso (figura 3). Para la infeccion de pestivirus, se considera esencial la inter-
accion de las proteinas de envoltura viral E2 y E™ con la superficie celular. Debido a la ausencia de E™ en las células
SK6, no se pudo formar ninguna particula infecciosa de los virus Flc30, Flc31 y Fle33.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 273 669 T3

Como contraste, la infeccién con Flc32 derivado de sobrenadantes de células SK6¢26 mostré que 30-50% de las
células SK6 estaban infectadas. Se pudo detectar E2 y E™ mediante los anticuerpos E2 y E™ (figura 3). El sobrena-
dante de células SK6 infectadas con Flc32 puede infectar nuevas células SK6 y SK6¢26 y por consiguiente contiene
virus infeccioso (figura 3).

Esto indica que el virus Flc32 es capaz de replicar y de infectar células SK6. Por ello, el virus recombinante con una
sustitucion 405CYS-SER (figura 32) produce virus infeccioso, mientras que los virus recombinantes con sustituciones
CYS-SER en la posicién 422 (Flc31) y 381 (Flc33) y una supresién de a.a. 422-436 (Flc30) no lo hacen.

Estos resultados muestran el papel importante de las cisteinas en la posicién 422 y 381 para la actividad funcional
de E™ como propagacidn célula-a-célula, infectividad, y reconocimiento de epitopo.

PPRKflc23 para la expresion de proteinas heterologas

El pPRKflc23 se puede utilizar como vector para incorporar proteinas heterélogas y fragmentos de proteinas ya
que las zonas de divisioén entre C-E™ asi como entre E™. El se dejaron intactas. La figura 7 muestra una representacion
esquemdtica de pPRKflc23 que alberga el epitopo HA una secuencia no-pestivirus. El epitopo Ha estd flanqueado por
los 5 a.a terminal N mds lejanos y los 6 a.a. terminal-C mds lejanos de E™.

Ejemplo 2
Construccion y caracterizacion de cepas CSFV recombinantes Flc4 y Flc47
Material y métodos

Células y virus

Se cultivaron células de rifién de cerdo (SK6-M, EP 0 351 901 B1) en medio basal de Eagle que contenia 5%
de suero bovino fetal, glutamina (0,3 mg/ml) y los antibidticos penicilina (200 U/ml), estreptomicina (0,2 mg/ml) y
micostatina (100 U/ml). Se comprobdé la ausencia de anticuerpos BVDV y BDV en el suero bovino fetal segtin lo
descrito anteriormente (Moormann et al., 1990. Virology 177:184-198).

Se cultivaron virus de CSFV cepa C recombinante Flc4 y Flc47 y se prepararon en la forma descrita anteriormente
(Moormann et al., 1996. J. Virol. 70: 763-770) con una ligera modificacion, el medio de cultivo de células SK6 se
cambid por medio basal de Eagle suplementado. Se prepararon estirpes (stocks) de virus sometiendo a “passaging” el
virus de 5 a 10 veces en células SK6b2. Los titulos de los virus obtenidos oscilaron entre 3,5 y 4,5 TCIDs,/ml.

Construccion de una linea celular estable SK6 que expresa E2

El plasmido pPRb2 contiene el gen E2 de CSFV cepa Brescia bajo control de las sefiales de transcripcion y
de traduccion del vector de expresion pEVhisD12 (van Rijn et al.,1992, Vet. Microbiol. 33:221-230). El plasmido
pEVhis D12 es un vector que contiene secuencias de potenciador/ promotor del gen inmediatamente anterior del cito
megalovirus humano seguido de un codén de iniciacién de traduccion y el gen histidinol dehidrogenasa (hisD) bajo
control del promotor temprano SV40 que se puede utilizar como marcador selectivo (Peeters et al., 1992, J. Virol.
66:894-905).

Para la transfeccién de células SK6 con pPRKflc2, se diluyé lipofectamina (20 pg) (Gibco-BRL) en 50 ul de
Optimem-I (Gibco-BRL) mezclada con ADN plasmido (1 pg) diluido en 50 ul de Optimem-I (Gibco-BRL) y se dejé
reposar esta mezcla durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron células SK6 cultivadas en placas de cultivo
de tejido de 10 cm? con Optimem-I. Se afiadié Optimem-I fresco (0,5 ml) seguido de la mezcla de transfeccién de
ADN. Después de 20 horas de incubacion a 37°C, las células transfectadas se tripsinizaron y volvieron a preparar en
una dilucién 10 veces superior en placas de microvaloracién en un medio que contenia mM de histidinol. Se sustituy6
el medio cada 3-4 dias hasta que se pudieron ver colonias individuales. Los pocillos con colonias individuales se
reclonaron por dilucién limitada. La expresion de E2 se determiné por inmuno - tincién de las células Mabs b3 y b4
(Wensvoort et al., 1986, Vet. Microbiol. 21: 9:20) dirigidos contra epitopos conservados de CSFV E2.

Caracterizacion de la linea celular estable SK6b2

Se detect6 la expresion de E2 de la linea celular SK6b2 en una tincién por inmuno peroxidasa con anticuerpos
monoclonales especificos de E2 (Mabs) b3 y b4 (Wensvoort et al., 1986, Vet. Microbiol. 21:9-20) dirigidos contra
dominio A conservado de CSFV E2 y Mabs b6 y b8 (Wensvoort et al., 1986, Vet. Microbiol. 21:9-20) dirigidos contra
dominio B y C de Brescia E2.

Se determind la cantidad de E2 mediante un Cedites ELISA basado en Mab b3 como anticuerpo de revestimiento

y Mab b8 conjugado con peroxidasa de rdbano picante como anticuerpo de deteccidon segun lo descrito por Colijn et
al., (Vet. Microbiol. 59:15-25, 1997).
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Construccion de constructos CSFV de longitud completa que albergan mutantes de supresion E2

El plasmido pPRKflc4 es un plasmido de longitud completa que alberga una supresién de dominio B/C en CSFV-
E2 de aminodacidos 693-746 (figura 8A). Por consiguiente, el gen E2 que alberga la supresién del plasmido pPAB16
(van Rijn et al., 1996, J. Gen. Virol 77:2737-2745) se inserté en pPRc129 (Moormann et al., 1996. J. Virol. 70:763-
770) por ligadura de NgoMI/Bg/11, lo que dio como resultado el plasmido pPRcl44. El fragmento Clal/Ncol de pPR-
cl44 se aislo y se ligé en el vector pPRKflc2 digerido con Clal/Ncol, que recibe el nombre formal de pPRKflc133
(Moormann et al., 1996, J. Virol. 70:763-770) lo cual dio como resultado el clon de longitud completa denominado
pPRKflc4.

El plasmido pPRKflc47 es un pldsmido de longitud completa que alberga una supresion del gen completo CSFV-
E2 de aminoécidos 689-1062 (figura 8B). Por consiguiente se amplific6 un fragmento PCR que alberga la supresion de
plasmido pPRKflc2 con iniciador directo p1195(5’GGC.TGT.TAC. TAG.TAA.CTG.GGG.CAC.AAG.GCT.TAC.CAT.
TGG.GGC.AGG.GT G-3’) en la posicién 2412 de la secuencia de nucledtidos del iniciador inverso y cepa C p403 (5°-
CCC.GGG.ATC.CTC.CAG.TTT. TTT.GTA.AGT.GGA-3’) en la posicién de nucleétido 5560. El fragmento Spel/Af/11
se aislé y se lig6 en pPRcl44 digerido con Spel/Af/Il dando como resultado el plasmido pPRc58. El fragmento
Clal/Ncol de pPRKc58 se aisld y se ligd en el vector pPRKflc2 digerido con Clal/Ncol, dando como resultado el
clon de longitud completa designado pPRKflc47.

Aislamiento de virus recombinantes Flc4 y Flc47

Se purificé en columnas (Qiagen) ADN plasmido de pPRKflc4 y pPRKflc47 y se linealizé con Xbal. El ADN
se extrajo con fenol-cloroformo, se precipité con etanol y se disolvié en agua. El ARN se transcribié del plasmido
linealizado (1 ug) en un volumen de reaccién de 100 ul que contenia 40 mM TrisHCI (pH 7,5), 6 mM MgCI?, 2
mM espermidina, 10 mM ditiotreitol, 40 U rRNAsin (Promega), 0,5 mM cada arNTP, y 35 U T7 ARN polimerasa
(Pharmacia). Tras 1 hora de incubacién a 37°C, se afiadieron 10 U de RNase libre de DNasel (Pharmacia) y la mezcla
se incub6 durante otros 15 minutos. Se extrajo ARN con fenol-cloroformo, se precipit6 con etanol y se disolvié en ul
de agua.

Para la transfeccion de ARN se disolvieron 10 pg de lipofectina en 50 ul de Optimem-I. Después de 45 de incu-
bacién a temperatura ambiente, se afiadié 1 g de ARN diluido en 50 ul de Optimem-I y se incub6 durante otros 15
minutos. Se lavaron células de SK6b2 cultivadas en placas de cultivo de 10 cm? con Optimem-I y se incubaron con
la mezcla de transfeccién de ARN durante 4 horas a 37°C. Luego, se aporté medio fresco a los pocillos y se incubd
durante 4 dias a 37°C. La transfeccién de ARN se realizé por duplicado. Una muestra se inmuno-tifié con Mab C5
(Wensvoort 1998, Thesis, Universidad de Utrecht) especifico de E™ cepa C. Cuando se vio que la inmuno-tincién E™
era positiva, se sometié a passaging la muestra duplicada y se dividié en dos muestras. Una de estas muestras se usé
para la inmunotincién 4 dias después del passaging. En los pocillos en los que se observo expresion de E™ se aplic
sobrenadante sobre células SK6 frescas para determinar la presencia de virus infeccioso. Después de cuatro dias, las
monocapas se fijaron e inmuno-tifieron en la forma descrita anteriormente.

Caracterizacion de Flc4 y Flc47

Se caracterizaron unos virus con un ensayo monocapa por inmuno peroxidasa. Para ello, se infectaron células SK6
con virus Flc2, Flc4 y Flc47. Después de incubacién durante 4 dias a 37°C, se inmuno tifieron monocapas con Mabs
especificos de CSFV E2 (Mabs b3/b4) y CSFV Eres Mab CS5.

Resultados
Establecimiento de una linea celular SK6 que expresa CSFV E2

Se transfectaron células SK6 con plasmido pPRb2 que contenia el gen E2 Brescia cepa CSFV y el gen de resistencia
a histidinol (hisD). A las dos semanas, se reclonaron colonias que sobrevivieron a la seleccion de 10 mM histidinol
mediante dilucién limitada y se cribaron para encontrar la expresiéon de E2 por inmuno-tincién de las células con
Mab b3 especificos de CSFV E2. Este clon se designé SK6b2. Se caracterizaron las propiedades bioquimicas del E2
producido de la linea celular SK6b2. Las células SK6b2 reaccionaron con los Mab especificos de E2 en un ensayo
por inmuno peroxidasa (cuadro 4A) y en un ELISA indirecto como E2 natural (cuadro 4B). La cantidad de E2 en
los lisatos celulares de las células SK6b2 y SK6 infectadas con Flc2 se determiné mediante un ELISA indirecto y se
extrapold una curva standard preparada a partir de una preparacién purificada por inmuno afinidad de E2 preparado en
células de insecto. La cantidad de E2 determinada en la linea celular SK6b2 (115 ng por cm?) fue tres veces superior a
la de las células SK6 infectadas con Flc2 (30 ng por cm?). La proteina E2 de la linea celular estable tenia una movilidad
similar a la de E2 natural determinado por SDS-PAGE vy se dimerizé eficazmente como el E2 encontrado en viriones
(Thiel et al., 1991, J. Virol. 65:4705-4712) (cuadro 4B).

Construccion y recuperacion de virus recombinante E2 CSFV cepa C
Unos estudios previos han mostrado que E2 esta constituido por dos unidades antigénicas A y B/C y que las uni-
dades antigénicas separadas de E2 pueden proteger a los cerdos contra la fiebre porcina cldsica (van Rijn et al., 1996,

J. Gen Virol. 77:2737-2745). Por consiguiente se construyeron dos mutantes de supresion: plasmido pPRKflc4, que
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posee una supresion en E2 de dominio B/C entre aminoécidos 693-746 y pPRKflc47, donde se suprimid la totalidad
del gen E2 entre los aminoacidos 689-1062. La figura 8 muestra una representacion esquemadtica de la construccién
de estos clones de longitud completa de E2 recombinantes.

Se transfecté ARN transcrito del cADN de longitud completa linealizado en la linea celular SK6b2 que expresa
E2. Las células eran positivas después de inmuno-tincién con Mab C5. Luego, las células transfectadas se sometieron
passagmg para obtener titulos mds elevados de virus. Los sobrenadantes aislados de las pasadas en serie contenian
virus infecciosos. Entre 5 a 10 pasadas fueron necesarios para obtener un titulo viral de aprox. 3,5-4,5 TCIDs,/ml y
este stock se usé para seguir caracterizando los virus.

Caracterizacion de los virus CSFV E2 recombinantes

Se utilizaron sobrenadantes de células SK6b2 para la infeccion de células SK6 y SK6b2, para caracterizar Flc4 y
Flc47. Cuatro dias después de la infeccién, aproximadamente 30-50% de las células SK6b2 eran positivas por tincién
de inmuno peroxidasa E™.

La infeccién en células SK6 dio como resultado que tinicamente ciertas células individuales o pares de células
individuales expresaron E™ cuadro dias después de la infeccién. Esto indica que la infeccién y la replicacién se
produjeron en las células SK6 pero que no existe ninguna propagacién de célula a célula o infeccién secundaria de los
virus recombinantes.

Se us6 sobrenadante de células SK6 infectada con Flc4 y Flc47 para infectar nuevas células SK6 y SK6b2 pero
esto no dio como resultado la infeccion de células. Por tanto, los sobrenadantes de estas células infectadas SK6 no
contienen virus infecciosos (cuadro 5). Para la infeccion de pestivirus, la interaccion de las proteinas de envoltura viral
E2 y E™ con la superficie celular se considera esencial. Debido a la ausencia de E2 en las células SK6, no se pudo
formar ninguna particula infecciosa. La infeccioén de células SK6 con Flc2 procedentes de células SK6b2 infectadas
resulté en una tincién por inmuno peroxidasa positiva para E2 y E™ y una infeccién secundaria del virus.

Las células SK6 infectadas con los virus Flc4 y Flc47 se pudieron inmuno-teflir con Mab CS5 dirigido contra E™,
mientras que Unicamente Flc4 y Flc2 reaccionaron con Mab b3 dirigido contra el dominio A, de CSFV E2 (cuadro 5).
Segtn lo esperado, Flc47 era completamente negativo para los Mabs los dominios A, B y C (cuadro 5).

La transfeccidon de ARN in vitro derivado de pPRKflc4 y pPRKflc47 en la linea celular SK6 dio como resultado la
expresion transitoria de E™, pero el passaging de las células transfectadas seis veces no dio como resultado la recupera-
cién de virus recombinantes. Esto indica que los virus recombinantes de E2, Flc4, y Flc47 requieren complementacion
de E2 para obtener virus infeccioso.

Ejemplo 3
Experimento animal, 298-47042-00/98-06

Los cerdos vacunados con Flc22 y Flc23 estdn protegidos contra una exposicién letal a CSFV virulento cepa
Brescia.

Materiales y métodos
Animales

Se obtuvieron cerdos de 6-7 semanas de edad de puercas convencionales. Los cerdos se dividieron aleatoriamente
en grupos y se alojaron en establos separados de las instalaciones de alta contencién de ID-DLO. Los cerdos fueron
llevados una vez al dia a un comedero con pienso completo y pudieron beber agua de una boquilla ad libitum.

Vacunacion y exposicion

Los cerdos se dividieron en dos grupos de dos cerdos. Los cerdos del grupo A se vacunaron con la cepa Flc23; los
cerdos del grupo B se vacunaron con la cepa Flc22. Los cerdos se vacunaron utilizando diversas vias de inoculacion.
Los cerdos se sedaron y se colocaron patas arriba antes de la inoculacién con una suspensién de virus (2 ml que c
contenia 105 TCIDs,/ml) que se instil6 gota a gota en las narices. Ademads, se inocularon por via intravenosa 2 ml de
suspension viral, y por via intradermal se inocularon 2 ml de virus. Las vacunas se emulsionaron en un adyuvante de
agua-aceite-agua (Hulst ez al., 1993. J. Virol. 67:5435-5442) y 2 ml de esta vacuna se inocularon por via intramuscular
en el cuello detrés de las orejas. En total, cada cerdo recibié 8 ml de vacuna, que corresponde a 8 x 10> TCIDsy/ml.

Los cerdos se expusieron por via intranasal a 100 dosis letales al 50% (=100 LDs,) de CSFV cepa Brescia 456610
(Terpstra and Wensvoort, 1988, Vet. Microbiol. 16:123-128) cuatro semanas después de la vacunacién. El contenido
viral del inoculum de la vacuna se determiné por valoracién de una muestra tomada después de volver del establo. Los
cerdos fueron sometidos a eutanasia 7 semanas tras la exposicion.
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Observacion clinica

Los cerdos fueron controlados diariamente por los especialistas, sefialindose las circunstancias anormales y, en
caso necesario se 1llamoé al veterinario supervisor. Se observé cada grupo por lo menos 15 minutos al dia antes y
durante la alimentacion y la limpieza del establo. Se anoté cualquier reduccién en el consumo de alimentos del grupo
o de un animal individual. Se registraron las temperaturas corporales durante varios dias antes de la exposicion y hasta
20 dias después de la misma.

Andlisis de sangre tras la exposicion

Se recogieron muestras de sangre EDTA los dias -1, 2, 6, 9, 12 y 15 después de la exposicidon para controlar y
seguir los cambios relativos al nimero de leucocitos y trombocitos en la sangre. Uno de los signos tipicos de CSF es
la reduccién en el nimero de leucocitos (leucopenia) y de trombocitos (trombocitopenia). Los recuentos de células
normales en cuanto a glébulos blancos y trombocitos en cerdos convencionales oscilan entre 11-23 10°/1 y 320-720
10°/1, respectivamente. Los dos limites mencionados varian en cada cerdo. Los andlisis de glébulos se realizaron con
un contador coulter Medonic CA 570. La leucopenia y la trotbocitopenia se definieron como recuentos de plaquetas
considerablemente mds bajos que el nlimero minimo mencionado anteriormente, de preferencia durante més de un dfa.

Aislamiento de virus y deteccion de antigeno viral

Aislamiento de virus: Se extrajeron leucocitos de la sangre periférica de muestras de sangre EDTA tomadas los
dias -1, 2, 6,9, 12y 15 tras la exposicion para controlar y seguir la viremia. Las muestras se almacenaron a -70°C. La
presencia de CSFV en los leucocitos se examiné del siguiente modo. En una placa M24 (Greiner) se afiadieron 300
ul (que contenian aproximadamente 5 x 10° células) de una suspension de célula renal porcina (SK6) a cada pocillo
y se cultivaron a 37°C y 5% CO, en una cdmara himeda durante 24 horas. Después de 24 horas, se quit6 el medio y
se afiadieron 300 ul de una muestra de leucocito congelada/ descongelada por cada pocillo. Después de una hora de
incubacién a 37°C y 5% CO,, la muestra se quitd. Se lavé entonces la monocapa afiadiendo y quitando 400 w1 de medio
de cultivo (medio basal de Eagle). Posteriormente, se afiadi6 por cada pocillo, 800 ul de medio de cultivo (medio basal
de Eagle) con 5% de suero bovino fetal (FBS), libre de anticuerpos de pestivirus y 1% de un stock antibidtico (que
contenia glutamina (0,3 mg ml™), penicilina (200 unidades ml™), estreptomicina (0,2 mg ml™'") y micostatina (100 U
ml™). Después de cuatro dias, se lavaron las monocapas en una solucion de NaCl al 10%, se secaron durante 1 hora
a 80°C, se incubaron con una solucién tamponada que contenia anticuerpos conjugados especificos de CSFV, y se
procedié al lavado y a la tincién. Las monocapas se leyeron por microscopio como células tefiidas. Los resultados se
expresaron como positivos o negativos para virus.

IFT: En el post-mortem se recogieron muestras de tejidos de amigdalas, bazo, rifién e ileo y se sometieron a test
utilizando una técnica de inmuno fluorescencia directa (Ressang and De Boer, 1967. Tijdschrift loor Diergeneeskunde
92:567-586) para comprobar la presencia de antigeno viral. Se fijaron e incubaron muestras de secciones de triostato
(4 ym de espesor, dos por 6rgano) de estos tejidos con un suero conjugado FITC anti-pestivirus porcino policlonal.
Después de lavar, se leyeron las secciones bajo microscopio de fluorescencia. Los resultados se expresaron como
positivo (= fluorescencia) o negativos (= no fluorescencia).

Respuesta seroldgica

Se recogieron muestras de sangre-suero de todos los cerdos, salvo los controles, a intervalos de una semana después
de la exposicion durante 6 semanas. Las muestras se almacenaron a -20°C y se sometieron a ensayo en una prueba
de neutralizacién de virus (NPLA) especifica de CSFV (Terpstra and Wensvoort. 1994. Vet. Microbiol. 33:113-120),
Cedites ELISA para detectar anticuerpos especificos de CSFV contra E2 (Colijn et al., 1997. Vet. Microbiol. 59-15-
25) y en un Cedites ELISA para detectar anticuerpos contra E™ (Smith. Et al., in prep.).

Se determinaron los titulos de anticuerpo de neutralizacién especificos de CSFV en suero en un sistema de micro-
valoracion. Se mezclaron diluciones dobles en serie de suero con un volumen igual de una suspensién de CSFV (cepa
Brescia) que contenia 30-300 TCIDs,. Después de incubar durante 1 hora a 37°C en un incubador CO, se afiadieron
aproximadamente 25.000 células PK-15 por pocillo. Después de 4 dias, las placas de microvaloracidn se trataron en la
forma mencionada anteriormente y se leyeron por microscopio. El titulo de neutralizacién de CSFV se expresé como
la reciproca de la maxima dilucién que neutraliz6 todos los virus.

El CSFV E2 ELISA se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante (Colijn et al., 1997. ibid). El CSFV E™
-ELISA se realiz6 de la forma siguiente. Se preincubaron sueros de test (30 1) con antigeno E™ CSFV (70 ul de una
dilucién activa de E™ expresado baculovirus de CSFV cepa Brescia) en una placa de microvaloracién no recubierta
de 96 pocillos que contenia 45 ul de tampdén ELISA durante 30 minutos a 37°C. Seguidamente, se afiadieron 50 u1 de
estas mezcla de preincubacion a una placa de microvaloracion recubierta con el anticuerpo monoclonal especifico de
Eras 137,5, y que contenia 50 uE™ de una solucién activa del anticuerpo monoclonal especifico de E™ conjugado de
peroxidasa de rdbano picante 140.1.1. Las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C, se lavaron seis veces con 200 ul
de solucién de lavado y se incubaron durante 30 min. a temperatura ambiente con 100 ul de un cromégeno listo para
utilizar (3,3°,5,5 -tetrametil bencidina)/solucién de sustrato. La reaccion de color se detuvo afiadiendo 100 ul de una
solucién de H2SO4 0,5 M y se midi6 la densidad 6ptica a 450 nm usando un espectro fotometro Easy Reader (SLT
Vienna).
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Resultados
Observacion clinica, deteccion de antigeno viral, recuentos de leucocitos/trombocitos

Tras la vacunacién ninguno de los animales desarrollo signos clinicos o fiebre (cuadro 6). Ambos grupos A 'y B
de cerdos desarrollaron una leve fiebre (40°C<T<41°C) durante tres dias, comenzando a los tres dias de la exposicion.
Ninguno de los cerdos vacunados, ya sea del grupo A (Flc23) o B (Flc22) desarroll6 leucopenia o trombocitopenia
(cuadro 6), aunque seis dias después de la exposicion se observé una ligera reduccion del recuento de trombocitos y de
leucocitos en la mayoria de los cerdos. En ambos grupos A y B no se detectd ningtin virus en los leucocitos. Ademas,
los 6rganos de todos los cerdos fueron IFT-negativos al final del experimento, lo cual indica la ausencia de infecciones
persistentes.

Respuesta serologica

Tras la vacunacién de los cerdos del grupo A (Flc23) y del grupo B (Flc22), no se detecté ningln anticuerpo
ESPEcifico del CSFV con E™ ELISA (cuadro 7) y E™ -ELISA (cuadro 8). Este resultado se correspondia con los
resultados NPLA: todos los cerdos vacunados siguieron siendo negativos para neutralizar anticuerpos contra CSFV
(cuadro 9).

Tras la inoculacién de exposicion, se observaron porcentajes de inhibiciéon maximos en el E2-ELISA en todos
los cerdos inoculados. Asimismo, los cuatro cerdos seroconvirtieron en el E™ -ELISA. En los ensayos de neutraliza-
cién de anticuerpos todos los cerdos inoculados mostraron elevados valores contra CSFV. Estos resultados muestran
claramente que ambas vacunas Flc22 y Flc23 protegen contra una exposicion letal de Brescia virulento y se pueden
discriminar de animales infectados por E™ -ELISA especifico de CSFV.

CUADRO 1

IPMA sobre monocapas SK6 transfectados con pldsmidos de expresion de E™ que albergan la secuencia de
uncledtidos de la autoproteasa y genes estructurales (N -C-recombinante E™ EI-E2)

R
E2
plasmido supresién* C5 140,1 R716 137,5 b3 b4
pPRK83 ninguno + + + + + +
PPRKc49 436 a 488 + + + + + +
PPRKc50 422 a 488 - - - - + +
pPRKcS51 422 a 436 - - - - + +
pPRKc48 272 a 488 - - - - + ¥

* pumeracién a.a. de cepa C de CSFV (Moormann et. Al., 1996, J. Virol. 70:763-770)

CUADRO 2A

reactividad IPMA de la célula SK6¢26 y SK6 con anticuerpos CSFV E™

anticuerpos CSFV

células Mab C5 Mab 140.1 Mab 37,5 R716
SK6c26 + + + +
SK6 - - - -
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CUADRO 2B

Comparacion de E™ de células infectadas SK6¢26 y SK6 con Flc2

células ng E™. cra actividad RNasa (Aze.min''.mg™)b Dimerizacién c
SK6c26 10 130 +
SK6 <0,1 0 -
SK6 Flc2 infectado 30 171 +

a 1a cantidad de E™ en los lisatos celulares por cm’ se extrapold en una curva standard

preparada a partir de una preparacién purificada por inmuno afinidad de E™ producido en

células de insecto.

P 1a actividad RNasa se determiné como unidades As;e por mg “° por minuto segin lo

descrito por Hulst et. Al., 1998, J. Virol. 72:151-157

© deteccion de dimeros de E™° por SDS-PAGE no reductor.

CUADRO 3

Neutralizacion de virus de CSF por anticuerpos

Reduccién neutralizante de virus (log TCIDs/ml) con suero®

virus 716 (dirigido contra B
Flc2 -3,0

Flc22 -3.8

Flec23 -3,25

a

b suero de conejo preparado contra E™ de cepa C de CSFV

539 (dirigido contra E2}°
-1,75

~1,75

-1,0

Log TCIDsy/ml reduccién de titulos de CSFV debido a la presencia de suero

¢ suero porcino especificamente dirigido contra E2 de cepa Brescia CSFV

CUADRO 4A

Reactividad de células SK6b2 y SK6 con CSFV E2 Mabs

Reactividad de anticuerpos de CSFV en IPMA

células B3 b8
SK6b2 + +
SK6 - -

17
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CUADRO 4B

Caracterizacion de la linea celular SK6b2

células Dimerizacién * ng E2.cm*®
SK6b2 + 115

SK6 - 0

SK6 Flc2 + 38
infectado

* La dimerizacién de E2 se determiné en SDS-PAGE

en condiciones no reductoras

® La cantidad de E2 en los lisatos celulares por cm’ medida en el E2 ELISA se extrapolé
de una curva standard preparada a partir de una preparacién purificada por inmuno

afinidad de E2 producido en células de insecto.

CUADRO 5

Caracterizacion de virus E2 recombinantes en células SK6

Reactividad IPMA virus infeccioso
Virus en células SK6 recuperado °
Cc5 b3 bé células células
SK6b2 SK6
Flc2 + + + + +
Flcd (supresién B/C dominio de E2) + + - + -
Flcd47 (supresién E2) + ~ - + -

* ge recupera el virus infeccioso si los sobrenadantes de células infectadas pueden
infectar nuevas células SK6 y SK6b2. No se considera la propagacién de virus de célula a
célula ni la propagacién de virus debido a la divisién de células debido a infeccién de

virus.

CUADRO 6

Resultados de aislamiento de virus, citopenia y fiebre después de exposicion a CSFV

fiebre después de exposicidén a CSFV

Grupo cerdo n°. # dias con Viremia IFT Citopenia muerte
fiebre * e
A 469 3 - - - -
Flc23 - - - -
476 5 - - - -
B 477 5 - - - -
Flc22 - - - -
478 6 - - - -

a) Fiebre: temperatura del cuerpo > 40°C

b) Citopenia: trombocitopenia y/o leucopenia

18



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Dias después de la exposicién

ES 2 273 669 T3

CUADRO 7

Resultados de Cedites® ELISA para la deteccion de anticuerpos de CSFV-E2*

469
476

477
478

0

11
15

17
24

17
18

32
34

61
97

93
51

100

100

100
100

100
100

100
100

100
100

100
100

* El Cedites® E2-ELISA detecta especificamente anticuerpos contra proteina de envoltura

E2 de CSFV.

una sefial standard;

positiva.

<30% es negativo,

CUADRO 8

30-50% inhibicién es dudosa,

Resultados de Cedites® ELISA para la deteccién de anticuerpos* de CSFV-E™

Grupo n°

A. Flc23 469

476

B. Flc22 477

478

Animal

-28

17
15

13
12

29
28

26
25

13
35

14

20
22

76
70

70
68

Dias después de la exposicién

19

80

76

54
84

27

81
81

49
81

33

74
69

50
87

49

83
79

62
92

Los resultados de la prueba se expresan como la inhibicién porcentual de

>50% inhibicién es

a3 E1 Cedites® E™ ELISA detecta especificamente anticuerpos contra proteina de envoltura

E™ de CSFV.

Los resultados de la prueba se expresan como inhibicién porcentual de una

sefial standard, <50% es negativo, 250% es positivo.

CUADRO 9

Resultados del NPLA para la deteccion de anticuerpos neutralizantes especificos de CSFV Brescia

Grupo Anim dias después de exposicién alno

Flc23

Flc22

469

478

~-28
<10

<10

<10

<10

-21
<10

<10

<10

<10

~-15
<10

<10

<10

<10

-9
<10

<10

<10

15

<10

10

<10

80

80

480

19

12
>1280

>1280

>1280

>1280

19
>1280

>1280

>1280

>1280

27
>1280

>1280

>1280

>1280

33
>1280

>1280

>1280

>1280

49
7680

7680

>20480

7680
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Leyendas

Figura 1. Representacién esquemdtica de E™ de cepa C de CSFV (superior) y vista superior de plasmidos de
E™ (parte interior). Los dominios de la actividad RNasa se muestran mediante barras cerradas. Las posiciones de las
cisteinas se indican con puntos negros.

* Posiciones de las detecciones o mutaciones puntuales con respecto a la secuencia de aminodcidos del marco de
lectura abierto (ORF) de cepa C de CSFV (Moormann et al., J. Virol. 1996, 70: 763-770).

® Las mutaciones de cisteinas a serina se indican con puntos blancos.
¢ El E™ recombinante en estos plasmidos no aloja una etiqueta HA C-terminal.
NA: No disponible.

Figura 2. Representacién esquemdtica de la construccién de las copias de ADN de longitud completa pPRKflc23
(A) y pPRKfIc22 (B) que aloja supresiones de E™. La numeracidn de la secuencia de aminodcidos es del marco de
lectura abierta de la cepa C de CSFV (Moormann et al., 1996, J. Virol., 70:763-770). Los iniciadores de PCR se indi-
can con lineas ininterrumpidas y designan: p(nimero), NP, autoproteasa; C, proteina nuclear; E™, E1 y E2 proteinas
de envoltura; 5° regién no codificadora 5°, 3, regién no codificadora 3’. Amp, gen de resistencia a ampicilina; CIP,
fosfatasa intestinal de ternera; Kan, gen de resistencia a canamicina; ORF, marco de lectura abierto; PNK, polinucleé-
tido quinasa, PhCMV secuencia potenciadora promotor del gen inmediato temprano de cito megalovirus humano; T7,
promotor T7 bacteriéfago; pPRKflc2 es la copia de longitud completa natural de cADN de la cepa C de CSFV. (B)
plasmido pPRKc129 era la plantilla para el primer PCR de E™. La zona Narl de este producto PCR y la zona Clal
del epitopo de hemaglutinina (HA) tienen extremos compatibles. Estos dos fragmentos PCR se insertaron en el vector
digerido de BglIIl/Sall pPRKc16 a través de una unién de 3 puntos. Véase texto para informacién detallada sobre la
construccién de las copias de ADN de longitud completa y las secuencias del iniciador.

Figura 3. Caracterizacion de virus recombinantes

* Las posiciones de cisteinas se indican con puntos negros, las mutaciones de cisteina a serina se representan con
puntos blancos.

® Posiciones de las supresiones 0 mutaciones con respecto a la secuencia de aminoécidos de cepa C CSFV ((Moor-
mann et al., 1996, J. Virol., 70: 763-770).

¢ Los sobrenadantes de células infectadas con SK6c26 se utilizaron para la infeccion de células SK6 y SK6c26. Las
células se inmuno-tifieron con anticuerpos especificos E™ (R716 y C5) o un Mab (b3) especifico de E2 y se contaron
como positivo (+) o negativo (-).

4 Se consideran que los virus son infecciosos si el sobrenadante de las células infectadas puede infectar células
SK6 o SK6b26. La propagacion de virus de célula a célula y la propagacién de virus debida a division de células no
se considera virus infeccioso.

Figura 4. Células RT-PCR de SK6¢26 infectadas con Flc22, Flc23 y Flc2 con iniciadores que flanquean E™ y E2.
(-) control negativo; células SK6¢26 infectadas por mock; M: marcador 200 bp.

Figura 5. Cinética de crecimiento de los virus recombinantes de CSFV, Flc22, Flc23 y el virus de tipo natural Flc2.
Se infectaron monocapas subconfluentes de células SK6¢26 en una multiplicidad de 0,1. Se adsorbieron virus durante
1,5 horas. Se determinaron los titulos virales de lisatos celulares y sobrenadante en diversos momentos mediante
dilucién de punto final en células SK6c26.

Figura 6. Secuencia de aminodcidos E™ del recombinante Flc22, Flc23 y la cepa natural Flc2; I: indica la posicién
de la supresion.

Figura 7. Representacion esquematica de pPRKflc23 que alberga el epitopo HA, una secuencia no pestivirus. El
epitopo estd flanqueado por los 5 a.a mas N-terminales y los 6 a.a més C-terminales de E™.

Figura 8. Representacion esquematica de la construccién de las copias de ADN de longitud completa pPRKflc4
(a) y pPRKflc47 (b). La numeracién de la secuencia de aminodcidos es del marco de lectura abierto de la cepa C
de CSFV (Moormann et al., 1996, J. Virol). Los iniciadores PCR se indican con lineas ininterrumpidas y designan p
(niimero). NP, autoproteasa; C, proteina nuclear; proteinas de envoltura E™, E1 y E2; p7: proteina p7, NS: proteina no
estructural, 5°, regién no codificadora 5’; 3°, regién no codificadora 3’, Amp; resistencia a ampicilina, Kan: resistencia
canamicina, pPRKflc2 es la copia de ADN de longitud completa, natural de la cepa C de CSFV. (a) el gen E2 de
plasmido pPAB16 se insert6 en plasmido pPRKc129 por digestion de NgoMI/Bg/I. (b) pPRKflc2 fue la plantilla para
la amplificacién de PCR con iniciadores p1195 y p403. Véase texto para informacién detallada sobre la construccion
de las copias de ADN de longitud completa y la secuencias de iniciadores.
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REIVINDICACIONES

1. Método para obtener una particula similar al pestivirus que comprende la aportacién de una célula segtin la
reivindicacion 9, que contiene un constructo de dcido nucleico que codifica por lo menos una proteina pestiviral o una
parte importante de la misma relativa a la propagacion viral, la transfeccién de dicha célula con un 4dcido nucleico
recombinante derivado de un pestivirus, habiéndose suprimido funcionalmente del 4cido nucleico un fragmento que
codifica dicha al menos una proteina pestiviral relativa a la propagacién viral, permitiéndose que replique en dicha
célula el mencionado dcido nucleico recombinante derivado del pestivirus, permitiendo que dicho acido nucleico
replicado forme parte de una particula que comprende por lo menos dicha proteina pestiviral o parte importante de la
misma derivada de dicha célula y recolectando dicha particula.

2. Método segtin la reivindicacioén 1, en el que dicho constructo de dcido nucleico se expresa de forma estable.

3. Método segun la reivindicacién 1 o 2, en el que dicho 4cido nucleico recombinante derivado de un pestivirus
comprende adicionalmente un fragmento de acido nucleico no-pestivirus.

4. Método segun la reivindicacién 3, en el que dicho fragmento no pestivirus se deriva de un patégeno o una
citoquina.

5. Método segtn las reivindicaciones 3 o 4, donde dicho dcido nucleico es ARN.

6. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, donde la citada supresién funcional estd en un fragmento
que codifica una proteina de envoltura.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, donde la mencionada supresiéon funcional comprende
una parte inmuno dominante de dicha proteina.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, donde la citada proteina estructural es una proteina de
envoltura funcional o por lo menos una parte inmuno dominante de la misma.

9. Célula de empaquetadura que comprende un constructo de 4cido nucleico que codifica por lo menos una proteina
de pestivirus o parte importante de la misma relacionada con la propagacién viral, donde dicha proteina pestiviral o
parte sustancial de la misma relacionada con la propagacion viral es expresada de forma estable a partir de un dcido
nucleico integrado en el genoma celular y permite empaquetar dicha proteina pestiviral o parte sustancial de la misma
en una particula similar a pestivirus después de la transfeccién de dicha célula con un 4cido nucleico recombinante
derivado de un pestivirus del que se ha suprimido funcionalmente la citada proteina pestiviral.

10. Particula similar a pestivirus que se puede obtener con un método segun la reivindicacién 1 o 2.

11. Método para obtener una vacuna de pestivirus no propagable que comprende la obtencidon de una multitud de
particulas con un método segun la reivindicacién 1 o 2 y la preparacién de una suspension de dichas particulas en un
diluyente adecuado.

12. Método segtin la reivindicaciéon 11, que comprende ademds la combinacién de dicha suspension con un adyu-
vante.

13. Vacuna de pestivirus no propagable que se puede obtener con un método segiin la reivindicacién 11 o 12.
14. Vacuna que comprende una particula segin la reivindicacién 10 y un diluyente.
15. Vacuna segtn la reivindicacién 14, que comprende ademas un adyuvante.

16. Vacuna segtn la reivindicacion 14 o 15, en la que dicho dcido nucleico se deriva de una cepa de vacuna
pestivirus, como virus de cepa C.

17. Vacuna segtn la reivindicacién 14 o 15, en la que dicho acido nucleico se deriva de un virus clésico de fiebre
porcina.

18. Vacuna segtin la reivindicacion 14 o 15, en la que dicho acido nucleico se deriva de un virus de diarrea viral
bovina.

19. Vacuna segtn la reivindicacién 14 o 15, en la que dicho 4cido nucleico se deriva de un virus de enfermedad de
Border.
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Curva de crecimiento CSFV recombinante de longitud completa en SK6c26
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