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DESCRIPCIÓN 
 
Método para la generación rápida de un virus de ARN atenuado 
 
Sector de la técnica 5 
 
La presente invención se refiere a un método para la generación in vitro rápida de virus ARN positivos monocatenarios 
atenuados de receptores humanos o animales que pueden usarse como vacunas para proteger contra infecciones y 
enfermedades víricas. 
 10 
Estado de la técnica 
 
Muchas enfermedades infecciosas emergentes están provocadas por virus de ARN monocatenario. Los principales 
brotes de dengue, encefalitis del Nilo occidental, fiebre Chikungunya y fiebre del Valle del Rift que se han producido 
en las últimas décadas, cada uno con un impacto significativo en la salud humana, destacan la urgente necesidad de 15 
conocer los factores que permiten que estos virus invadan nuevos territorios o se adapten a nuevas especies 
hospedadoras o vectores. 
 
Estos eventos a menudo se perciben como señales de advertencia de una posible pandemia. En el caso de una 
pandemia, comprender los factores que dan forma a la adaptabilidad de estos agentes infecciosos en rápida evolución 20 
y nuestra capacidad para desarrollar rápidamente una vacuna serán los pasos críticos para controlar la propagación 
de la enfermedad. 
 
De hecho, hasta la fecha, la vacunación sigue siendo el mejor método para reducir la mortalidad y la morbilidad de los 
seres humanos provocadas por estos virus. En particular, las vacunas vivas atenuadas tienen un gran éxito debido a 25 
la estimulación de diferentes brazos de la respuesta inmunitaria del hospedador. Estas vacunas vivas atenuadas son 
variantes de virus naturales derivadas al pasar virus en hospedadores anormales. Sin embargo, la preparación de una 
vacuna viva atenuada padece muchos inconvenientes, especialmente porque su preparación se basa en un método 
empírico y que requiere mucho tiempo. Por lo tanto, actualmente se necesita mucho tiempo para desarrollar una 
vacuna útil que se pueda administrar a los seres humanos. 30 
 
Existe por lo tanto una necesidad insatisfecha de un enfoque de generación de virus atenuados, que no tiene 
posibilidad de reversión y que proporciona un método rápido, eficiente, rentable y seguro de fabricación de una vacuna 
candidata. 
 35 
La presente invención satisface esta necesidad proporcionando un enfoque sistemático para diseñar futuras vacunas 
candidatas que esencialmente no tienen posibilidad de reversión. Este método es ampliamente aplicable a un amplio 
intervalo de virus y proporciona un enfoque eficaz para producir una amplia diversidad de vacunas antivíricas. 
 
Objeto de la invención 40 
 
La presente invención aprovecha el poder de la mutagénesis para producir un virus de ARN atenuado en un período 
muy corto, es decir, tan pronto como se conozca la secuencia completa del virus diana y se pueda producir un genoma 
infeccioso. 
 45 
Debido a que hay más codones que aminoácidos, el código genético es necesariamente redundante. Los diferentes 
codones que codifican el mismo aminoácido se conocen como codones sinónimos. A menudo se supone que los 
cambios en la secuencia de ADN de una proteína entre dos codones sinónimos no tienen ningún efecto y, por lo tanto, 
se denominan mutación sinónima. Sin embargo, aunque los codones sinónimos codifican los mismos aminoácidos, 
los inventores han demostrado que la sustitución de sinónimos en grandes regiones del genoma vírico da como 50 
resultado la atenuación eficaz del virus (Nougairede et al, Random Codon Re-encoding Induces Stable Reduction of 
Replicative Fitness of Chikungunya Virus in primate and Mosquito Cells, PLOS Pathogens, 2013). De manera más 
precisa, los inventores descubrieron que el reemplazo de los codones de nucleótidos nativos del genoma de un virus 
de ARN por codones de nucleótidos sinónimos disminuye la capacidad de replicación del virus, atenuando de esta 
manera dicho virus. 55 
 
Los inventores también desarrollaron un enfoque novedoso para generar virus de ARN que no requieren clonación y 
propagación de un ADNc de longitud completa en una bacteria. Esta tecnología se basa en la observación de que la 
superposición de fragmentos de ADN bicatenario, cada uno cubriendo una porción del genoma vírico, permiten 
espontáneamente la recombinación y síntesis de una copia de ADN del genoma vírico completo después de la 60 
transfección. 
 
Combinando estos dos enfoques, los inventores desarrollaron un método para generar directamente un virus 
atenuado, que tiene varias ventajas para el desarrollo de candidatos a vacunas, incluyendo la posibilidad de obtener 
candidatos a vacuna en un período muy corto, tan pronto como se conozca la secuencia completa del patógeno dirigido 65 
y pueda producirse un genoma infeccioso. El método de la invención es por lo tanto extremadamente útil para generar, 
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en días, una vacuna viva atenuada dirigida contra un patógeno novedoso para el que no se dispone de tratamiento o 
vacuna. 
 
En consecuencia, en un primer aspecto, la invención se refiere a un método para generar in vitro un virus de ARN 
positivo monocatenario atenuado de un receptor humano o animal que comprende las siguientes etapas: 5 
 

etapa I) recodificar el genoma vírico de un virus ARN infeccioso sustituyendo aleatoriamente una parte de los 
codones de nucleótidos de todo el genoma vírico de dicho virus ARN infeccioso por otro codón de nucleótidos que 
codifica el mismo aminoácido, 
con la condición de que: 10 
 

i) el número y la posición de los codones de nucleótidos raros presentes en dicho genoma vírico no se 
modifiquen, siendo dichos codones de nucleótidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG; y 
ii) las regiones de dicho genoma vírico que están implicadas con la estructura secundaria del ARN no se 
modifiquen. 15 

 
etapa II) generar un virus de ARN atenuado mediante: 

 
sub-etapa II.a) introducción de un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posición 5' y 
opcionalmente un terminador y una secuencia de poliadenilación de ARN en la posición 3' del genoma vírico 20 
recodificado como se obtiene en la etapa I); 
sub-etapa II.b) amplificación del genoma vírico recodificado como se prepara en la sub-etapa a) incluyendo 
dicho promotor y opcionalmente dicho terminador y secuencia de poliadenilación de ARN, en al menos 2, 
preferentemente al menos 3, 4, 5 o 6 fragmentos de ADNc solapantes; 
sub-etapa II.c) transfección de dichos fragmentos de ADNc en una célula hospedadora, 25 
sub-etapa II.d) incubación de dicha célula hospedadora de la sub-etapa c); y 
sub-etapa II.e) recuperación del virus de ARN infeccioso de dicha célula hospedadora incubada. 

 
En un segundo aspecto, la divulgación pertenece a una composición farmacéutica que comprende un virus de ARN 
atenuado obtenido de acuerdo con el método desvelado en el presente documento. 30 
 
En un tercer aspecto, la divulgación se refiere al uso del método desvelado en el presente documento para desarrollar 
una vacuna viva atenuada, o al uso del virus de ARN atenuado obtenido de acuerdo con el método desvelado en el 
presente documento como una vacuna viva atenuada. 
 35 
Descripción detallada de la invención 
 
En un primer aspecto, la invención se refiere a un método para generar in vitro un virus de ARN positivo 
monocatenario atenuado de un receptor humano o animal que comprende las siguientes etapas: 
 40 

etapa I) re-codificar el genoma vírico de un virus ARN infeccioso sustituyendo aleatoriamente una parte de los 
codones de nucleótidos de todo el genoma vírico de dicho virus ARN infeccioso por otro codón de nucleótidos que 
codifica el mismo aminoácido, 
con la condición de que: 

 45 
i) el número y la posición de los codones de nucleótidos raros presentes en dicho genoma vírico no se 
modifiquen, siendo dichos codones de nucleótidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG; y 
ii) las regiones de dicho genoma vírico que están implicadas con la estructura secundaria del ARN no se 
modifiquen. 

 50 
etapa II) generar un virus de ARN atenuado mediante: 

 
sub-etapa II.a) introducción de un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posición 5' y 
opcionalmente un terminador y una secuencia de poliadenilación de ARN en la posición 3' del genoma vírico 
recodificado como se obtiene en la etapa I); 55 
 
sub-etapa II.b) amplificación del genoma vírico recodificado como se prepara en la sub-etapa a) incluyendo 
dicho promotor y opcionalmente dicho terminador y secuencia de poliadenilación de ARN, en al menos 2, 
preferentemente al menos 3, 4, 5 o 6 fragmentos de ADNc solapantes; 
 60 
sub-etapa II.c) transfección de dichos fragmentos de ADNc en una célula hospedadora; 
 
sub-etapa II.d) incubación de dicha célula hospedadora de la sub-etapa c); y 
 
sub-etapa II.e) recuperación del virus de ARN infeccioso de dicha célula hospedadora incubada. Basado en 65 
sus exhaustivas investigaciones, los inventores desarrollaron una estrategia muy prometedora para generar 
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directamente un virus atenuado mediante la recodificación a gran escala. En consecuencia, la divulgación 
proporciona un virus atenuado, que comprende un genoma vírico modificado que contiene sustituciones de 
nucleótidos diseñadas en múltiples ubicaciones en el genoma, en donde las sustituciones introducen una 
pluralidad de codones sinónimos en el genoma. El término "virus atenuado", como se usa en el presente 
documento, se refiere a un virus con virulencia comprometida en el receptor previsto, por ejemplo, receptor 5 
humano o animal. Más específicamente, un virus atenuado tiene una capacidad disminuida o debilitada de 
producir enfermedad mientras retiene la capacidad de estimular una respuesta inmunitaria similar a la del virus 
de tipo silvestre. 

 
Esta novedosa estrategia representa una ruta significativamente mejorada para el desarrollo de vacunas. De hecho, 10 
la re-codificación dirigida al sitio, asociada a ninguna modificación de las secuencias de aminoácidos, alivia la 
probabilidad de novedosas propiedades fenotípicas y, por lo tanto, proporciona beneficios para el desarrollo genérico 
de vacunas vivas atenuadas, incluyendo costes reducidos e inducción de una dosis única de inmunidad a largo plazo. 
 
Etapa de re-codificación a gran escala 15 
 
El método de la invención comprende una primera etapa I) de mutagénesis, también denominada "recodificación a 
gran escala" en lo siguiente. Como se usa en el presente documento, las expresiones "método de re-codificación" 
o "método de recodificación a gran escala" se refieren a una etapa de recodificación del genoma vírico de un virus 
de ARN, preferentemente una región de dicho genoma vírico, sustituyendo aleatoriamente una parte de los codones 20 
de nucleótidos de todo el genoma vírico de dicho virus ARN infeccioso por otro codón de nucleótidos que codifica el 
mismo aminoácido, con la condición de que: 
 

i) el número y la posición de los codones de nucleótidos raros presentes en dicho genoma vírico no se modifiquen, 
siendo dichos codones de nucleótidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG; y 25 
ii) las regiones de dicho genoma vírico que están implicadas con la estructura secundaria del ARN no se 
modifiquen. 

 
Preferentemente, la etapa I) es una etapa de recodificación del genoma vírico de un virus de ARN infeccioso mediante 
la sustitución aleatoria de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 20 %, preferentemente de 30 
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 17 %, preferentemente de aproximadamente el 1 % a 
aproximadamente el 15 %, preferentemente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 10 %, preferentemente 
de aproximadamente el 3 a aproximadamente el 8 %, preferentemente de aproximadamente el 3 % a 
aproximadamente el 5 % de los codones de nucleótidos de todo el genoma vírico de dicho virus ARN infeccioso por 
otro codón de nucleótidos que codifica el mismo aminoácido, con la condición de que: 35 
 

i) el número y la posición de los codones de nucleótidos raros presentes en dicho genoma vírico no se modifiquen, 
siendo dichos codones de nucleótidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG; y 
ii) las regiones de dicho genoma vírico que están implicadas con la estructura secundaria del ARN no se 
modifiquen. 40 

 
El método de re-codificación modifica de esta manera la composición de ácidos nucleicos de grandes regiones 
codificantes del genoma vírico del virus ARN sin modificar las proteínas codificadas mediante la introducción de un 
gran número de mutaciones sinónimas. 
 45 
El material de partida de la etapa I) es preferentemente un virus de ARN infeccioso. Preferentemente, el genoma del 
virus se re-codifica de tal manera que de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 20 % de los codones de 
nucleótidos están sustituidos por diferentes codones de nucleótidos que codifican el mismo aminoácido. Esto es 
posible gracias al sesgo de uso de codones. 
 50 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "codones de nucleótidos sinónimos" o "codones 
sinónimos" se refieren a dos o más codones de nucleótidos que codifican el mismo aminoácido. De hecho, la mayoría 
de los aminoácidos están codificados por más de un codón. Los codones sinónimos son codones que codifican el 
mismo aminoácido. 
 55 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "mutación sinónima" o "sustitución de sinónimos" se 
refieren a la sustitución de un codón de nucleótidos por otro codón de nucleótidos que codifica el mismo aminoácido, 
es decir, un codón sinónimo. Los inventores han demostrado que las sustituciones sinónimos reducen la capacidad 
de replicación de un virus. Adicionalmente, la introducción de codones sinónimos en un genoma de un virus limita su 
capacidad para mutar o usar la recombinación para volverse virulento. Es de destacar que para la obtención de un 60 
virus ARN atenuado, que todavía podrían usarse como vacunas vivas atenuadas, solo del 1 % al 20 %, 
preferentemente del 1 % al 10 % de los codones de nucleótidos del genoma vírico se recodifican aleatoriamente. En 
el contexto de la invención, las mutaciones sinónimas se introducen mediante mutagénesis dirigida al sitio. 
Preferentemente, dichas mutaciones se insertan mediante mutagénesis en casete. 
 65 
Mientras que la mayoría de los aminoácidos pueden estar codificados por varios codones diferentes, no todos los 
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codones se usan con la misma frecuencia, algunos codones son codones "raros". Como se usa en el presente 
documento, un codón "raro" es uno de al menos dos codones sinónimos que codifican un aminoácido particular que 
está presente en un ARNm a una frecuencia significativamente más baja que el codón usado con más frecuencia para 
ese aminoácido. Normalmente, dichos codones raros son CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG. 
 5 
El método diseñado por los inventores se basa en la observación de que dichos codones raros deben permanecer 
inalterados para controlar eficazmente la atenuación vírica. 
 
Adicionalmente, los inventores llegaron a la conclusión de que las regiones del genoma vírico implicadas en la 
estructura secundaria del ARN no se modificarán para controlar eficazmente la atenuación vírica. En consecuencia, 10 
dichas regiones no deben re-codificarse. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "regiones del genoma vírico implicadas con la estructura 
secundaria del ARN" se refiere a regiones conservadas del genoma del virus, que contienen estructuras de ARN 
funcionalmente activas, también conocida como "estructura secundaria de ARN". Se demuestra que dichas estructuras 15 
de ARN son importantes durante las diversas etapas del ciclo de vida vírico. El experto en la materia determinaría 
fácilmente las regiones implicadas con una estructura secundaria de ARN significativa, que suelen estar bien 
conservadas en la filogenia evolutiva. 
 
Básicamente, la etapa I) de recodificar el genoma de un virus de ARN infeccioso comprende la siguiente etapa: 20 
 
- identificación de codones en múltiples ubicaciones dentro de porciones no reguladoras del genoma vírico, cuyos 

codones pueden reemplazarse por codones sinónimos, no siendo dichos codones CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, 
CCG, GCG y ACG; 

- seleccionar un codón sinónimo para sustituir entre aproximadamente el 1 y aproximadamente el 20 % de los 25 
codones de nucleótidos identificados; y 

- sustituir un codón sinónimo para cada uno de los codones identificados, preferentemente sobre la base de la tabla 
1 a continuación. 

 
Preferentemente, la etapa I) se realiza: 30 
- determinando la secuencia de aminoácidos codificada por todo el genoma vírico del virus de ARN infeccioso y 
determinar cada codón de nucleótido que codifica cada aminoácido; y 
- sustituyendo aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 20 %, preferentemente de aproximadamente el 1 % a 
aproximadamente el 17 %, preferentemente de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 15 %, 
preferentemente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 10 %, preferentemente de aproximadamente el 3 a 35 
aproximadamente el 8 %, preferentemente de aproximadamente el 3 % a aproximadamente el 5 % del codón de 
nucleótidos del genoma vírico que codifica un aminoácido de la tabla 1, por un codón de nucleótido diferente que 
codifica el mismo aminoácido como se especifica en la tabla 1: 
 

Tabla 1: Mutación sinónima de acuerdo con la invención 40 

Aminoácido Codón de nucleótido 

Ala, A GCU, GCC, GCA 

Arg/R AGA, AGG 

Asn/N AAU, AAC 

Asp/D GAU, GAC 

Cys/C UGU, UGC 

Gln/Q CAA, CAG 

Glu/E GAA, GAG 

Gly/G GGU, GGC, GGA 

His/H CAU, CAC 

Ile/I AUU, AUC, AUA 

Leu/L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG 

Lys/K AAA, AAG 
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(continuación) 

Aminoácido Codón de nucleótido 

Phe/F UUU, UUC 

Pro/P CCU, CCC, CCA 

Ser/S UCU, UCC, UCA, AGU, AGC 

Thr/T ACU, ACC, ACA 

Tyr/Y UAU, UAC 

Val/V GUU, GUC, GUA, GUG 

 
Los virus atenuados, obtenidos de acuerdo con la invención, tienen la notable propiedad de no modificarse a nivel 
proteico. De hecho, dichos virus atenuados corresponden a virus que fueron modificados genéticamente mediante 
sustituciones sinónimas, sólo a nivel nucleico. 5 
 
La atenuación vírica puede confirmarse de formas que son bien conocidas por un experto en la materia. Los ejemplos 
no limitantes incluyen ensayos en placa, mediciones de crecimiento y reducción de la morbilidad o letalidad en 
animales de prueba. 
 10 
Más específicamente, los inventores han demostrado que la recodificación a gran escala tiene un impacto en la aptitud 
de replicación del virus de ARN diana, atenuando de esta manera dicho virus. 
 
"Aptitud replicativa" se define como la capacidad de replicación/adaptabilidad de un organismo en un entorno dado. 
La aptitud replicativa de un virus, o un virus atenuado obtenido de acuerdo con el método descrito en el presente 15 
documento, puede medirse in cellulo, por ejemplo, por medios que implican competiciones entre dos o más cepas 
víricas en cultivo de tejidos. Normalmente, la aptitud replicativa puede determinarse una vez que se recupera el virus, 
en diversos tipos de células tales como células de primates no humanos o células de mosquitos en el caso de los 
arbovirus. Normalmente, el virus recodificado a evaluar y un virus de tipo silvestre se pasan en diversos tipos de 
células, tales como células de primates no humanos (Vero) o de mosquito (C6/36). La cinética replicativa de cada virus 20 
de pases se determina usando técnicas conocidas como el análisis de la tasa de crecimiento vírico, basado en el 
análisis de los valores de TCID50. 
 
Los inventores han demostrado que la etapa de recodificación aleatoria disminuye la aptitud replicativa del virus tanto 
en primates (como en células de artrópodos en el caso de los arbovirus). La disminución de la aptitud de replicación 25 
se correlacionó directamente con el grado de recodificación. Estos resultados corroboran que la recodificación de 
codones reduce profundamente el título infeccioso del virus liberado mientras que el número de partículas víricas 
permanece estable. 
 
El virus de ARN atenuado que el método pretende generar (también denominado "virus diana" en el presente 30 
documento) es una versión atenuada de un virus de ARN positivo monocatenario de un receptor humano o animal. 
Más preferentemente dicho virus se selecciona del grupo que consiste en flavivirus, alfavirus y enterovirus. 
 
Una lista no limitante de flavivirus comprende el virus del dengue (DENV), Virus de la fiebre amarilla (YFV), Encefalitis 
de San Luis (SLEV), Virus de la encefalitis japonesa (JEV), Encefalitis del valle de Murray (MVEV), Virus del Nilo 35 
Occidental (VNO), Rocio (ROCV), Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV), Fiebre hemorrágica de 
Omsk (OMSKV), Enfermedad de Kyasanr Forrest (KFDV), Powassan (POWV). Preferentemente, dicho flavivirus se 
selecciona del grupo que consiste en: 
 
- Virus de la encefalitis japonesa (JEV); tal como una cepa de genotipo I (JEV I) o la cepa de genotipo III (JEV III), 40 
- Virus del Nilo Occidental (VNO), tal como una cepa de genotipo 2; 
- Virus del dengue (DENV), tal como una cepa de serotipo 4; 
- Virus de la fiebre amarilla (YFV), tal como una cepa de tipo silvestre de América del Sur; y 
- Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV), tal como una cepa de subtipo del Lejano Oriente. 
 45 
Más preferentemente, dicho flavivirus es el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas 
 
Una lista no limitante de alfavirus comprende el virus Chikungunya (CHIK), encefalitis equina del este (EEE), virus de 
la encefalitis equina occidental, virus de la encefalitis equina venezolana (VEE), virus Mayaro (MAYO), virus 
O'nyong'nyong (ONN), virus Sindbis, virus del bosque de Semliki, virus del bosque de Barmah, virus del río Ross, virus 50 
Una, virus Tonate. Preferentemente, dicho alfavirus es el virus Chikungunya. 
 
Una lista no limitante de enterovirus comprende Coxsackie, ecovirus, poliovirus y rinovirus. Preferentemente, dicho 
enterovirus es Coxsackie, más preferiblemente virus Coxsackie B. 
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En una realización preferida, el virus diana es el virus Chikungunya. En esta realización específica, la etapa de 
recodificación se realiza en tres regiones del genoma vírico, en concreto: 
 
- la región que codifica la proteína no estructural nsP1; 5 
- la región que codifica la proteína no estructural nsP4; y 
- la región que se solapa con las proteínas estructurales E2 y E1. 
 
Normalmente, las mutaciones se introducen gracias a la mutagénesis de casete, también denominado "casetes re-
codificados". Normalmente, se usa un casete recodificado de aproximadamente 1300 pb a aproximadamente 1500 pb 10 
para cada región. 
 
En esta realización, el genoma vírico de Chikungunya se modifica como sigue: 
 
- la región que codifica la proteína no estructural nsP1, en la posición 242-1543 (nt) del genoma completo está 15 

mutado por un casete recodificado de 1302 nt, como se representa en SEQ ID NO: 63; 
- la región que codifica la proteína no estructural nsP4, en la posición 6026-7435 (nt) del genoma completo está 

mutado por un casete recodificado de 1410 nt, como se representa en SEQ ID NO: 64; y 
- la región que se solapa con las proteínas estructurales E2 y E1, en la posición 9526-11022 (nt) del genoma 

completo está mutado por un casete recodificado de 1500 nt, como se representa en SEQ ID NO: 65. 20 
 
Normalmente, cada uno de los casetes recodificados introduce de 200 a 400 mutaciones sinónimas, preferentemente 
de aproximadamente 250 a aproximadamente 320, preferentemente de aproximadamente 266 a aproximadamente 
320. Preferentemente, el casete recodificado como se representa en SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64 y SEQ ID NO: 
65 introducen respectivamente 264, 298 y 320 mutaciones sinónimas. 25 
 
En otra realización, el virus diana es el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV). En esta realización 
específica, la etapa de recodificación se realiza en la región genómica NS5 del virus, que codifica la proteína no 
estructural NS5. Normalmente se usa un casete recodificado de aproximadamente 1400 pb. En esta realización, el 
genoma vírico de TBEV se modifica para introducir de aproximadamente 200 a aproximadamente 350 mutaciones 30 
sinónimas, preferentemente de aproximadamente 200 a aproximadamente 300, preferentemente de aproximadamente 
225 a aproximadamente 300, preferentemente de aproximadamente 225 a aproximadamente 275, preferentemente 
de aproximadamente 225. 
 
Preferentemente, el genoma vírico del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas está mutado por un casete 35 
recodificado de 1412 nt, representado en SEQ ID NO: 66. Dicho casete recodificado introduce 273 mutaciones. 
 
En aún otra realización, el virus diana es el virus de la encefalitis japonesa (JEV), preferiblemente una cepa de genotipo 
1. En esta realización específica, la etapa de recodificación se realiza en una región grande del genoma vírico, 
típicamente en casi todo el marco de lectura abierto (ORF) completo, desde el comienzo de PrM hasta el final de la 40 
región genómica NS5. 
 
Preferentemente, el genoma vírico de JEV se modifica para introducir de aproximadamente 163 a aproximadamente 
658, preferentemente de aproximadamente 163 a aproximadamente 658 mutaciones. 
 45 
Preferentemente, el genoma viral del virus de la encefalitis japonesa está mutado por al menos un casete recodificado 
seleccionado del grupo que consiste en: 
 
- casete recodificado la, como se representa en SEQ ID NO: 67; 
- casete recodificado Ib, como se representa en SEQ ID NO: 68; 50 
- casete recodificado IIa, como se representa en SEQ ID NO: 69; 
- casete recodificado IIb, como se representa en SEQ ID NO: 70; 
- casete recodificado IIIa, como se representa en SEQ ID NO: 71; y 
- casete recodificado IIIb, como se representa en SEQ ID NO:72. 
 55 
Más preferentemente, el genoma vírico del virus de la encefalitis japonesa se muta mediante una combinación de 
casetes recodificados de la siguiente manera: 
 
- combinación de casetes recodificados Ia e IIa; o 
- combinación de casetes recodificados Ia e IIIa; o 60 
- combinación de casetes recodificados IIa e IIIa. 
 
Generación directa de un virus de ARN atenuado 
 
El método de la invención comprende una segunda etapa II) de generación directa de un virus de ARN atenuado. 65 
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Los inventores desarrollaron un enfoque novedoso para generar directamente un virus de ARN atenuado, partiendo 
del genoma vírico recodificado aleatoriamente de dicho virus. Los inventores evidenciaron que los fragmentos de ADNc 
solapantes, abarcando cada uno una porción del genoma de un virus de ARN, puede dar lugar a un virus sin el uso 
de un ADNc de longitud completa o un plásmido o un vector que comprenda tal ADNc de longitud completa. En 
consecuencia, los inventores aclararon que los fragmentos de ADN de doble cadena solapantes, abarcando cada uno 5 
una porción del genoma vírico atenuado, permiten espontáneamente la recombinación y síntesis de una copia de ADN 
del genoma vírico completo in cellulo. 
 
Dicho método es altamente ventajoso, especialmente porque exonera de: 
 10 
- construir un ADNc de longitud completa, que abarca el genoma vírico recodificado completo; y/o 
- el uso de un plásmido o un vector que comprende dicho ADNc de longitud completa; y/o 
- la necesidad de reconstruir el ADNc de longitud completa o el genoma vírico atenuado completo antes de la 

transfección en una célula hospedadora; y/o 
- modificar el genoma vírico atenuado tal como incorporando recombinación de origen no natural o sitios de enzimas 15 

de restricción; y/o 
- uso de virus auxiliares u otra proteína vírica. 
 
Esta etapa II) específica de la invención, también denominada "Amplicones subgenómicos infecciosos" o "ISA", 
es por lo tanto un procedimiento muy sencillo capaz de acelerar la producción de virus de ARN atenuados en unos 20 
días, con perfecto control de las secuencias víricas y partiendo de un genoma vírico recodificado. 
 
La estrategia se basa en la producción de varios fragmentos de ADNc, abarcando cada uno un fragmento del genoma 
vírico recodificado. El montaje de la construcción no se realiza in vitro mediante ensamblaje de Gibson o clonación de 
extensión de polimerasa circular antes de la transfección, sino a través de un proceso de recombinación que tiene 25 
lugar directamente in cellulo. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "generación de virus de ARN atenuados" se refiere a la 
producción de un virus de ARN, en una forma genéticamente modificada, es decir, en una forma recodificada de 
acuerdo con el método de la invención. 30 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "sitio de recombinación que no se produce de forma natural" 
se refiere a secuencias que permiten la recombinación específica de sitio que pueden ejemplificarse mediante los 
sistemas de recombinación Cre-Lox o FLP-FRT. El sitio de la enzima de restricción se refiere a secuencias que 
permiten el corte específico del sitio de ADN bicatenario mediante enzimas de restricción que pueden ejemplificarse 35 
mediante las endonucleasas NotI o AluI. 
 
La etapa II) del método de la invención comprende una sub-etapa II.a) de introducir un promotor de la ARN polimerasa 
dependiente de ADN en la posición 5' de todo el genoma de un virus de ARN. Opcionalmente, dicha sub-etapa II.a) 
comprende además la introducción de un terminador y una secuencia de poliadenilación de ARN en la posición 3' del 40 
genoma completo de un virus de ARN. 
 
Es de destacar que cuando el virus diana es un virus poliadenilado, tal como flavivirus, la sub-etapa II.a) es una etapa 
de introducción de un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posición 5' y un terminador y una 
secuencia de poliadenilación de ARN en la posición 3' del genoma completo de un virus de ARN. 45 
 
Incluyendo, en el extremo 5' del primer fragmento de ADNc, un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN, 
y en el extremo 3' del último fragmento de ADNc una secuencia de ribozima y una secuencia señal para la 
poliadenilación del ARN, el fragmento de ADNc se transcribe como un genoma atenuado de ARN de longitud completa 
con extremos 5' y 3' auténticos. 50 
 
Preferentemente, dicho promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posición 5' es el promotor del 
citomegalovirus humano (pCMV), como se representa en SEQ ID NO:1. Preferentemente, dicha secuencia de 
poliadenilación de terminador y ARN es, respectivamente, la ribozima de la hepatitis delta y la señal de poliadenilación 
del virus de simio 40 (HDR/SV40pA). La secuencia de HDR/SV40pA se representa en SEQ ID NO: 2. 55 
 
En consecuencia, la sub-etapa a) proporciona el genoma vírico recodificado completo del virus de ARN, flanqueado 
respectivamente en 5' y 3' por el promotor del citomegalovirus humano (pCMV) (SEQ ID NO: 1) y la ribozima delta de 
la hepatitis seguida por la señal de poliadenilación del virus de simio 40 (HDR/SV40pA) (SEQ ID NO:2) 
 60 
La etapa II) del método de la invención comprende una sub-etapa II.b) de amplificación de todo el genoma vírico 
recodificado en varios fragmentos de ADNc solapantes. En la sub-etapa II.b), el genoma vírico completo corresponde 
al genoma vírico completo preparado en la etapa a), es decir, que incluye dicho promotor y opcionalmente dicho 
terminador y secuencia de poliadenilación de ARN. 
 65 
Como se usa en el presente documento, la expresión "fragmentos de ADNc solapantes", "fragmentos de ADNc", 
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también designados "amplicones" o "fragmentos subgenómicos de ADN" o "amplicones subgenómicos" son 
fragmentos de ADN bicatenario que abarcan solo una parte del genoma vírico recodificado de un virus de ARN. 
 
Tales fragmentos corresponden a "fragmentos subgenómicos". 
 5 
Los inventores aclararon que, cuando dichos fragmentos se transfectan dentro de una célula, sorprendentemente se 
recombinan espontáneamente in cellulo para reconstituir todo el genoma vírico recodificado. Dicha recombinación se 
produce incluso si el genoma vírico no está modificado genéticamente para incorporar sitios de recombinación 
adicionales y que no se producen de forma natural. 
 10 
Los fragmentos de ADNc de acuerdo con la invención comprenden: 
 
- fragmentos de ADN obtenidos por amplificación, por ejemplo por PCR; así como 
- fragmentos de ADN obtenidos de novo. 
 15 
Preferentemente, dichos fragmentos de ADNc no son infecciosos. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "ADNc de longitud completa", se refiere a un ADN que 
comprende todo el genoma vírico de un virus en una sola pieza, preferentemente el genoma vírico recodificado 
completo. 20 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "Fragmento de ADNc que abarca una parte del genoma 
vírico recodificado completo", se refiere a un fragmento de ADN que comprende una porción del genoma vírico 
recodificado completo. Normalmente, los fragmentos de ADNc de acuerdo con la invención se recombinan 
espontáneamente tras la transfección en células para constituir una copia de ADN de todo el genoma vírico 25 
recodificado, flanqueado en el extremo 5' por un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN, y en el extremo 
3' por una secuencia de terminación y una secuencia señal para la poliadenilación del ARN. Esta construcción se 
transcribe como un genoma recodificado por ARN de longitud completa con extremos 5' y 3' auténticos por la 
maquinaria celular. Por el contrario, un "ADNc de longitud completa que abarca el genoma vírico completo" es 
un solo ADNc que codifica la totalidad del genoma vírico, preferentemente la totalidad del genoma vírico recodificado. 30 
 
Preferentemente, la etapa II.b) del método de la invención permite la producción de 2 a 15 fragmentos de ADNc 
solapantes, preferentemente de 3, 4, 5 o 6 fragmentos de ADNc solapantes. Normalmente, dichos fragmentos de 
ADNc son de aproximadamente 2 kb a aproximadamente 6 kb, preferentemente de aproximadamente 4 kb y cada 
fragmento de ADNc tiene aproximadamente 70 a aproximadamente 100 pb de regiones solapantes. 35 
 
Preferentemente, dichos fragmentos de ADNc solapantes de la etapa II.b) son: 
 
- fragmentos de clon infeccioso no amplificados por PCR; 
- fragmentos de clon infeccioso amplificados por PCR; 40 
- fragmentos de clon no infeccioso no amplificados por PCR; 
- fragmentos de clon no infeccioso amplificados por PCR; 
- fragmentos sintetizados de novo no amplificados por PCR; 
- fragmentos sintetizados de novo amplificados por PCR; y 
- fragmentos obtenidos por PCR con transcripción inversa del genoma vírico. 45 
 
La etapa II) del método in vitro de la invención comprende una sub-etapa II.c) de transfección de dichos fragmentos 
de ADNc en una célula hospedadora. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "transfección" se refiere a la introducción de ácidos nucleicos (ya 50 
sea ADN o ARN) en células eucariotas o procariotas. Una célula que ha absorbido el ácido nucleico exógeno se 
denomina "célula hospedadora" o "célula transfectada". La transfección puede lograrse mediante una diversidad de 
medios conocidos en la técnica que incluyen la co-precipitación de ADN con fosfato de calcio, transfección mediada 
por DEAE-dextrano, transfección mediada por polibreno, electroporación, microinyección, fusión de liposomas, 
lipofección, fusión de protoplastos, infección retrovírica y biolística. 55 
 
Preferentemente, la célula hospedadora de la sub-etapa c) es una célula permisiva, que permite la recuperación de 
un virus infeccioso. Normalmente, las células permisivas empleadas en el método de la presente invención son células 
que, tras la transfección con los fragmentos de ADNc, son capaces de realizar un ciclo de replicación completo del 
virus, incluyendo la producción de partículas víricas. Preferentemente, dicha célula hospedadora se selecciona del 60 
grupo que consiste en líneas celulares SW13, BHK-21, HEK 293 y Vero. 
 
En una realización preferida, la sub-etapa II.c) es una etapa de transfección directa de los fragmentos de ADNc 
obtenidos en la sub-etapa II.b) como tal, y la sub-etapa II.c) se produce directamente después de la sub-etapa II.b). 
En esta realización específica, los fragmentos de ADNc como tales se transfectan a las células hospedadoras. Dichos 65 
fragmentos se recombinan espontáneamente in cellulo en una copia de ADN del genoma vírico recodificado completo 
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flanqueado en el extremo 5' por un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN, y en el extremo 3' por una 
secuencia de terminación y una secuencia señal para la poliadenilación del ARN. Como se ha mencionado 
previamente, el método de la invención supera un prejuicio técnico ya que exonera de transfectar un ADNc de longitud 
completa, abarcando el genoma vírico completo, como tal. Aparte, el método está exento de usar un plásmido o un 
vector que comprende dicho ADNc de longitud completa como tal y/o la necesidad de reconstruir el ADNc completo o 5 
el genoma vírico completo antes de la transfección en una célula hospedadora. 
 
Por el contrario, el método se basa en la transfección de los fragmentos de ADNc solapantes, comprendiendo cada 
uno una porción del genoma vírico recodificado. La transfección de fragmentos de ADN bicatenario solapantes, que 
abarcan el genoma completo de un virus de ARN, en células permisivas permite espontáneamente la recombinación 10 
y síntesis de una copia de ADN del genoma vírico completo in cellulo. 
 
En una realización alternativa, la sub-etapa II.c) es una etapa de transfección de plásmidos, cada uno de los cuales 
comprende un fragmento de ADNc obtenido en la sub-etapa II.b), en donde cada fragmento de ADNc se incorpora en 
plásmidos o vectores individuales y separados. 15 
 
En esta realización, cada fragmento de ADNc se incorpora en plásmidos o vectores individuales y separados. Cada 
plásmido o vector comprende un solo fragmento de ADNc. En esta realización, el genoma vírico recodificado completo 
se reconstituye después de la transfección. 
 20 
En una realización, el método de la invención comprende una etapa II.b') adicional después de la sub-etapa b) y antes 
de la sub-etapa c) de purificación de los fragmentos de ADNc solapantes. Dicha purificación puede realizarse mediante 
cualquier técnica conocida, preferentemente a través de una columna de cromatografía. 
 
La etapa II) del método de la invención comprende una sub-etapa II.d) de incubación de las células hospedadoras, 25 
que preferentemente dura de 3 a 9 días. Durante dicha etapa de incubación, los fragmentos de ADNc transfectados 
se recombinan espontáneamente en las células hospedadoras para constituir una copia de ADN de todo el genoma 
vírico recodificado, flanqueado en el extremo 5' por un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN, y en el 
extremo 3' por una secuencia de terminación y una secuencia señal para la poliadenilación del ARN. Esta construcción 
se transcribe como un genoma de ARN de longitud completa con extremos 5' y 3' auténticos por la maquinaria celular. 30 
 
En consecuencia, el producto rescatado en la sub-etapa II.d) es un virus de ARN atenuado. 
 
Composición farmacéutica 
 35 
El virus de ARN atenuado obtenido de acuerdo con el método desvelado en el presente documento puede estar 
comprendido en una composición farmacéutica. 
 
Todos los datos técnicos desvelados anteriormente son aplicables aquí. 
 40 
Dichas composiciones farmacéuticas que comprenden virus atenuados son adecuadas para la inmunización. 
 
Preferentemente, la administración de una composición farmacéutica tal puede ser por diversas vías parenterales tales 
como vía subcutánea, intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, oral o transdérmica. La 
administración parenteral puede lograrse mediante inyección en bolo o por perfusión gradual en el tiempo. 45 
 
Las preparaciones para administración parenteral incluyen soluciones, suspensiones y/o emulsiones acuosas o no 
acuosas estériles, que pueden contener agentes auxiliares o excipientes conocidos en la técnica. Algunos ejemplos 
de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva y ésteres 
orgánicos inyectables tales como oleato de etilo. Pueden usarse vehículos o vendajes oclusivos para aumentar la 50 
permeabilidad de la piel y mejorar la absorción de antígenos. Las formas de dosificación líquidas para administración 
oral pueden comprender una solución de liposomas que contienen la forma de dosificación líquida. Las formas 
adecuadas para suspender liposomas incluyen emulsiones, suspensiones, soluciones, jarabes y elixires que contienen 
diluyentes inertes usados comúnmente en la técnica, tales como agua purificada. Además de los diluyentes inertes, 
tales composiciones también pueden incluir adyuvantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y de 55 
suspensión, o agentes edulcorantes, aromatizantes o perfumantes. 
 
Cuando se usa una composición de la presente divulgación para la administración a un individuo, puede comprender 
además sales, tampones, adyuvantes u otras sustancias que sean deseables para mejorar la efectividad de la 
composición. Para vacunas, pueden usarse adyuvantes, sustancias que pueden aumentar una respuesta inmunitaria 60 
específica. Normalmente, el adyuvante y la composición se mezclan antes de la presentación al sistema inmunitario, 
o se presentan por separado, pero en el mismo sitio del organismo que se inmuniza. 
 
La administración de la composición puede ser con un propósito "profiláctico" o "terapéutico". Cuando se proporcionan 
de manera profiláctica, las composiciones de la divulgación que son vacunas se proporcionan antes de que se 65 
manifieste cualquier síntoma o signo clínico de una infección por patógenos. La administración profiláctica de la 
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composición sirve para prevenir o atenuar cualquier infección posterior. La divulgación pertenece a la composición 
farmacéutica como se desvela en el presente documento para su uso para prevenir una infección por virus de ARN 
en un sujeto. 
 
Cuando se proporciona terapéuticamente, una vacuna vírica atenuada se proporciona tras la detección de un síntoma 5 
o signo clínico de una infección real. La administración terapéutica sirve para atenuar cualquier infección real. La 
divulgación se refiere a la composición farmacéutica desvelada en el presente documento para su uso para tratar una 
infección por virus de ARN en un sujeto. 
 
Por lo tanto, puede proporcionarse una composición de vacuna atenuada de la presente divulgación antes del inicio 10 
de la infección (para prevenir o atenuar una infección anticipada) o después del inicio de una infección real. 
 
Diseño de futura vacuna candidata 
 
La divulgación se refiere al uso del método desvelado en el presente documento para desarrollar una vacuna viva 15 
atenuada. 
 
Todos los datos técnicos desvelados anteriormente son aplicables aquí. 
 
Se ha demostrado que la etapa de recodificación de codones a gran escala de la invención es un poderoso método 20 
de atenuación que tiene varias ventajas para el desarrollo de vacunas, incluyendo la posibilidad de obtener cepas de 
vacunas potenciales en un período muy corto tan pronto como se conozca la secuencia completa del patógeno diana 
y pueda producirse un genoma infeccioso. El método de la invención es por lo tanto extremadamente útil para generar, 
en días, una vacuna viva atenuada dirigida contra un patógeno novedoso para el que no se dispone de tratamiento o 
vacuna. 25 
 
Adicionalmente, los inventores han demostrado que el método de la invención es ventajoso en varios aspectos al 
diseñar futuras vacunas candidatas, en concreto: 
 

(i) la reversión al tipo silvestre es intrínsecamente más difícil, dado el alto número de mutaciones producidas; 30 
(ii) dado que la reducción de la aptitud replicativa disminuye con el grado de recodificación, el método abre la puerta 
para ajustar con precisión la reducción de la aptitud mediante la modulación de la longitud de las regiones 
recodificadas y el número de mutaciones sinónimas introducidas; 
(iii) el uso de una combinación de varias regiones recodificadas ubicadas en todo el genoma vírico previene la 
reversión fenotípica completa debido a la recombinación entre virus TS y recodificados: la modificación de 35 
secuencia a gran escala hace que la recombinación sea intrínsecamente más difícil y, en el caso de la 
recombinación, la parte del genoma que representa la cepa recodificada probablemente aún portaría algunas 
mutaciones asociadas a la reducción de la aptitud. 

 
Todos los datos técnicos desvelados anteriormente son aplicables aquí. 40 
 
Los siguientes ejemplos se dan con el fin de ilustrar diversas realizaciones de la invención y no pretenden limitar la 
presente invención de ninguna manera. 
 
Descripción de las figuras 45 
 

Figura 1: Estrategia universal para rescatar virus de ARN positivos monocatenarios. 
El genoma vírico completo, representado esquemáticamente en la figura (genoma flavivírico), flanqueado 
respectivamente en 5' y 3' por el promotor del citomegalovirus humano (pCMV) y la ribozima delta de la hepatitis 
seguida de la señal de poliadenilación del virus de simio 40 (HDR/SV40pA), se amplificó mediante PCR en 3 50 
fragmentos de ADNc solapantes. La transfección de productos de PCR en células permisivas permitió la 
recuperación de virus después de 3 a 9 días. Las flechas azules horizontales representan los cebadores usados 
para generar los 3 fragmentos de ADNc solapantes. 
Figura 2: Representación esquemática de los virus recodificados CHIKV. 
De arriba a abajo: Barra de escala de nucleótidos; representación esquemática del genoma completo de CHIKV 55 
con regiones codificantes (rectángulos grises), no codificantes (rectángulos negros) y la cola poliA. Las regiones 
recodificadas se representan en gris oscuro. 
Figura 3: Representación esquemática de los 9 JEV recodificados diferentes obtenidos con el método ISA. 
Cada rectángulo representa un fragmento. Los rectángulos morados se usan cuando no se introdujeron mutaciones 
(TS). Los rectángulos azules (bajo nivel de recodificación) y verdes (alto nivel de recodificación) se usan para los 60 
fragmentos recodificados (el valor representa el número de mutaciones sinónimas). 
Figura 4: Aptitud replicativa de los JEV TS y recodificados. 
La aptitud replicativa in cellulo de los JEV recodificados se midió usando células humanas. Los resultados muestran 
una disminución de la aptitud replicativa de acuerdo con el nivel de recodificación, el tamaño de la región de 
recodificación y la posición genómica del fragmento o fragmentos recodificados. 65 
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Ejemplos 
 
EJEMPLO 1: Generar un virus de ARN en unos días 
 
El Ejemplo 1 ilustra el método ISA que permite la producción de un virus de ARN en días. 5 
 
La siguiente ilustración de ISA se basa en genomas víricos que no se modificaron previamente, es decir, genoma 
vírico que no pasó por una etapa de recodificación. 
 
MÉTODOS 10 
 
Células, virus, clones infecciosos y anticuerpos 
 
Se cultivaron células de riñón de cría de hámster (BHK-21) a 37 °C con CO2 al 5 % en un medio esencial mínimo (Life 
Technologies) con suero bovino fetal inactivado por calor al 7 % (FBS; Life Technologies) y Penicilina/Estreptomicina 15 
al 1 % (PS; 5000 U/ml y 5000 µg/ml; Life Technologies). Las células de riñón embrionario humano 293 (HEK-293) y 
las células de riñón de mono verde africano (VeroE6) se cultivaron a 37 °C con CO2 al 5 % en el mismo medio que las 
células BHK-21 suplementadas con 1 % de aminoácidos no esenciales (Life technologies). Se cultivaron células de 
carcinoma suprarrenal humano (SW13) a 37 °C con CO2 al 5 % en medio RPMI 1640 (Life Technologies) con FBS al 
10 % y PS al 1 %. La cepa JEV de genotipo I JEV_CNS769_Laos_2009 (KC196115) se aisló en junio de 2009 del 20 
líquido cefalorraquídeo de un paciente en Laos16; YFV cepa BOL 88/1999 (KF907504), aislada en 2009 de un suero 
humano, fue amablemente proporcionada por el Centro Nacional de Enfermedades Tropicales (CENETROP), Santa-
Cruz, Bolivia; Cepa DENV-4 Dak HD 34 460 (KF907503), aislada de un suero humano, fue proporcionada 
amablemente por Robert B Tesh del Center for Biodefense and Emerging Infectious Diseases - Sealy Center for 
Vaccine Development (University of Texas Medical Branch, Galveston, Texas, USA); el clon infeccioso del genotipo III 25 
de JEV derivado de la cepa rp9 (DQ648597) fue amablemente proporcionado por Yi-Ling Lin del Institute of Biomedical 
Sciences, Academia Sinica, Taipei, Taiwán; el clon infeccioso de WNV derivó de la cepa Ouganda 1937 (M12294); el 
clon infeccioso de TBEV derivó de la cepa Oshima 5.10 (AB062063); el clon infeccioso de CV-B3 derivó de la cepa 
2679 (KJ489414). Se usaron un suero inmune específico de JEV (obtenido después de la vacunación contra JEV) y 
anticuerpos específicos de DENV monoclonales17 para realizar ensayos de inmunofluorescencia directa. 30 
 
Preparación de fragmentos de ADNc 
 
El genoma completo flanqueado respectivamente en 5' y 3' por el promotor del citomegalovirus humano (pCMV) (SEQ 
ID NO: 1) y la ribozima delta de la hepatitis seguida por la señal de poliadenilación del virus de simio 40 (HDR/SV40pA) 35 
(SEQ ID NO:2) se amplificó mediante PCR en tres fragmentos de ADN solapantes de aproximadamente 4,8 kb, 3,0 kb 
y 4,3 kb (4,8 kb, 2,9 kb y 5,2 kb para CHIKV, 4,8 kb, 4,1 kb y 3,4 kb para TBEV y 2,9 kb, 2,8 kb y 2,7 kb para CV-B3) 
(véase la Tabla 1 a continuación). 
 
Para WNV, TBEV, JEV III y CHIKV, los fragmentos de ADN se obtuvieron mediante PCR usando clones infecciosos 40 
(para JEV III, se corrigió una mutación usando PCR de fusión). 
 
Para JEV I (todos los fragmentos de ADN), DENV-4 (primer y tercer fragmento) e YFV (primer y tercer fragmento), Los 
fragmentos de ADN se sintetizaron de novo (Genscript) y se amplificaron mediante PCR. Los amplicones se produjeron 
usando el kit Platinum PCR SuperMix High Fidelity (Life Technologies). 45 
 
La mezcla (volumen final: 50 µl) consistía en 45 µl de supermezcla, 2 µl de molde de ADN a 1 ng/µl (clon infeccioso o 
fragmento de ADN sintetizado) y 200 nM de cada cebador. Para DENV-4 y YFV, el segundo fragmento de ADN se 
obtuvo mediante RT-PCR a partir de sobrenadantes celulares clarificados. Los ácidos nucleicos se extrajeron usando 
el EZ1 Virus Mini Kit v2 en el EZ1 Biorobot (ambos de Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se 50 
amplificaron con el kit Superscript III One-Step RT-PCR Platinum Taq Hifi (Life Technologies). La mezcla (volumen 
final: 50 µl) contenía 25 µl de mezcla de reacción, 2 µl de extracto de ácido nucleico, 100 nM de cada cebador, 1 µl de 
mezcla de enzimas y 20 µl de agua libre de nucleasas. Los ensayos se realizaron en un termociclador de gradiente 
convencional Biometra T-professional con las siguientes condiciones: 94 °C durante 2 min seguido de 40 ciclos de 
94 °C durante 15 s, 64 °C durante 30 s, 68 °C durante 5 min y una etapa preliminar de 50 °C durante 30 min para la 55 
RT-PCR. El tamaño de los productos de PCR se verificó mediante electroforesis en gel y se purificó usando un kit 
Amicon Ultra - 0,5 ml (Millipore) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cuando se usó ADN plasmídico como 
molde, la retirada completa del molde se aseguró mediante una etapa de digestión con la enzima de restricción Dpn1 
(New England Biolabs) antes de la transfección. Para controlar la eficiencia de esta etapa adicional, los inventores 
transfectaron (véase a continuación), como control, sólo dos fragmentos de ADNc (el primero y el segundo, 1 µg final). 60 
Estos controles no produjeron ningún virus infeccioso. 
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Transfección celular 
 
Se incubó 1 µg final de una mezcla equimolar de todos los fragmentos de ADNc amplificados por PCR o 1 µg de clon 
infeccioso de CV-B3 con 12 µl de Lipofectamine 2000 (Life Technologies) en 600 µl de medio Opti-MEM (Life 
Technologies). De acuerdo con las instrucciones del fabricante, la mezcla se añadió a un matraz de cultivo de 12,5 cm2 5 
de células subconfluentes que contenía 1 ml de medio sin antibióticos. Después de 4 horas de incubación, se retiró el 
sobrenadante celular, las células se lavaron dos veces (HBSS; Life Technologies) y se añadieron 3 ml de medio fresco. 
El sobrenadante celular se recogió cuando se observó un efecto citopático bruto (CPE) (3-9 días dependiendo del tipo 
de célula y la velocidad de crecimiento del virus) o 9 días después de la transfección para virus no citopáticos, se 
clarificó por centrifugación, se tomaron alícuotas y se almacenó a -80 °C. A continuación, cada virus se pasó cuatro 10 
veces utilizando el mismo tipo de célula excepto para DENV-4 e YFV para los que se usaron respectivamente VeroE6 
y HEK-293. Los pases se realizaron inoculando 333 µl de sobrenadante celular clarificado en células en un matraz de 
cultivo de 12,5 cm2 que contenía 666 µl de medio: después de 2 horas de incubación, las células se lavaron dos veces 
(HBSS) y se añadieron 3 ml de medio fresco. El sobrenadante celular se recogió después de 2-6 días, se clarificó por 
centrifugación, se toman alícuotas y se almacenó a - 80°C. Se usaron sobrenadantes celulares clarificados (reservas 15 
de virus) para realizar la cuantificación del ARN vírico, ensayo TCID50, ensayo de inmunofluorescencia directa y 
secuenciación del genoma completo. 
 
Ensayos de PCR y RT-PCR en tiempo real 
 20 
Para evaluar la producción de virus infecciosos y asegurarse de que la detección positiva no fue el resultado de la 
contaminación por ADNc, se cuantificó el ARN vírico y se comparó con la cantidad de ADNc detectado utilizando el kit 
Access RT-PCR Core Reagent (Promega) con o sin la transcriptasa inversa. El ARN se extrajo usando el kit EZ1 mini 
virus 2.0 y el EZ1 Biorobot (ambos de Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La mezcla (volumen 
final: 25 µl) contenía una cantidad convencional de tampón de reacción AMV/Tfl 5X, 0,5 µM de cada cebador, 0,5 µl 25 
de mezcla de dNTP, 0,5 mM de MgSO4, 0,5 µl de transcriptasa inversa AMV (solo para RT-PCR), 0,5 µl de ADN 
polimerasa de Tfl, 15,5 µl de agua libre de nucleasas y 2 µl de ácidos nucleicos extraídos. Los ensayos se realizaron 
usando el sistema de detección de PCR en tiempo real CFX96 Touch™ (Biorad) con las siguientes condiciones: 50 °C 
durante 15 min, 95 °C durante 2 min, seguido de 45 ciclos a 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 40 s. La recopilación 
de datos se produjo durante la etapa de 60 °C. La diferencia entre los valores de umbral de ciclo (ct) obtenidos 30 
mediante ensayos de PCR en tiempo real y RT-PCR en tiempo real se ha usado para evaluar la producción de ARN 
vírico. Adicionalmente, la cantidad de ARN vírico expresada como límite de detección de dosis (unidad arbitraria; AU) 
se calculó a partir de curvas patrón (se usaron como estándar ácidos nucleicos de sobrenadantes celulares de virus 
cultivados; se combinaron cinco extractos de ácido nucleico y se almacenaron alícuotas de 10 µl a -80 °C). 
 35 
Ensayo de dosis 50 infecciosa de cultivo de tejidos (TCID50) 
 
Para cada determinación, se inoculó un cultivo en placa de 96 pocillos que contenía 20.000 células BHK-21 en 100 µl 
de medio por pocillo (añadido justo antes de la inoculación) con 50 µl de diluciones seriadas 10 veces de 
sobrenadantes de cultivo celular clarificado: cada fila incluía 6 pocillos de la misma dilución y dos controles negativos. 40 
Las placas se incubaron durante 7 días y se leyó la ausencia o presencia de CPE en cada pocillo. La determinación 
del DICT50/ml se realizó mediante el método de Reed y Muench18. 
 
Ensayo de inmunofluorescencia directa (dIFA) 
 45 
Se realizaron IFA directas usando frascos de cultivo de 12,5 cm2 de células SW13 para JEV I y JEV III, y las células 
VeroE6 se infectaron respectivamente 2 y 6 días antes de usar el sobrenadante celular clarificado (véase 
anteriormente: pasaje de virus). El sobrenadante se retiró y las células se lavaron dos veces (HBSS; Invitrogen), se 
tripsinizaron, se recogieron y se diluyeron (1/5) con medio fresco. Después de la citocentrifugación de 150 µl de esta 
suspensión celular (3 min, 900 rpm; Cytospin, Thermo Scientific), los portaobjetos se secaron, se sumergieron 20 min 50 
en acetona fría para la fijación, se secaron, se incubaron 30 min a 37 °C con suero inmunitario específico de JEV 
adecuadamente diluido (véase anteriormente) o anticuerpos monoclonales específicos de DENV, se lavaron dos veces 
con PBS, se lavaron una vez con agua destilada, se secaron, se incubaron durante 30 min a 37 °C con el anticuerpo 
secundario conjugado con FITC adecuadamente diluido y se contratiñó con azul de Evans, se lavó dos veces con 
PBS, se lavó una vez con agua destilada, se secó, se montó y se leyó usando un microscopio de fluorescencia. 55 
 
Análisis de secuencia del genoma de longitud completa 
 
La secuenciación completa del genoma se realizó usando el Ion PGM Sequencer19 (Life Technologies) y los análisis 
se realizaron con el software CLC Genomics Workbench 6. Los sobrenadantes de virus se clarificaron primero y se 60 
trataron con Benzonasa nucleasa HC > 99 % (Novagen) a 37 °C durante la noche. Después de la extracción de ARN 
(no se usó vehículo de ARN; véase anteriormente) usando el kit EZ1 mini virus 2.0 y el EZ1 Biorobot (ambos de 
Qiagen), la amplificación aleatoria de ácidos nucleicos se realizó como se describió previamente20. El ADN 
amplificado se analizó usando el secuenciador Ion PGM de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las lecturas 
obtenidas se recortaron: primero usando la puntuación de calidad, después retirando los cebadores usados durante 65 
la amplificación aleatoria y finalmente en las extremidades 5' y 3' retirando sistemáticamente 6 nucleótidos. Solo se 
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usan lecturas con una longitud superior a 29 nucleótidos y se asignan a la secuencia del genoma original usada como 
una referencia. Las frecuencias de mutación (proporción de genomas víricos con la mutación) para cada posición se 
calcularon simplemente como el número de lecturas con una mutación en comparación con la referencia dividido por 
el número total de lecturas en ese sitio. 
 5 
RESULTADOS 
 
Los inventores desarrollaron una genética inversa sencilla y versátil que facilita la recuperación de virus de ARN 
infecciosos a partir de material de ADN genómico sin requerir clonación, propagación de ADNc en bacterias o 
transcripción de ARN in vitro. Su hipótesis de trabajo era que la transfección de fragmentos de ADN bicatenario 10 
solapantes, que abarcan el genoma completo de un virus de ARN, en células susceptibles permitiría espontáneamente 
la recombinación y síntesis de una copia de ADN del genoma vírico completo. Incluyendo en el extremo 5' del primer 
(5') fragmento de ADN, un promotor de ARN polimerasas dependientes de ADN, y en el extremo 3’ del último (3') 
fragmento de ADN una secuencia de ribozima y una secuencia señal para la poliadenilación del ARN, los inventores 
anticiparon que esta copia de ADN genómico se transcribiría como un genoma de ARN de longitud completa con 15 
extremos 5' y 3' auténticos que se exportarían eficientemente fuera del núcleo (en el caso de un virus que se replica 
en el compartimento citoplásmico). 
 
Los inventores probaron primero esta hipótesis con 6 flavivirus (es decir, virus envueltos transmitidos por artrópodos 
con un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva que se replican en el citoplasma de las células infectadas) 20 
que representan los principales linajes evolutivos flavivíricos: dos virus de la encefalitis japonesa (JEV; genotipo I (JEV 
I) y genotipo III (JEV III)), un virus del Nilo Occidental de genotipo 2 (WNV), un virus del dengue de serotipo 4 (DENV-
4), una cepa de tipo salvaje del virus de la fiebre amarilla (YFV) y un virus de la encefalitis transmitida por garrapatas 
del subtipo del Lejano Oriente (TBEV) (Tabla 2). 
 25 
Se amplificaron genomas completos mediante PCR en 3 fragmentos de ADN de aproximadamente 4 kb, cada uno con 
regiones solapantes de 70-100 pb. El primer y el último fragmentos estaban flanqueados respectivamente en 5' y 3' 
por el promotor del citomegalovirus humano (pCMV) y la ribozima delta de la hepatitis seguido de la señal de 
poliadenilación del virus de simio 40 (HDR/SV40pA) (Figura 1). Los productos de PCR se purificaron en columna y se 
transfectó 1 µg de una mezcla equimolar de todos los fragmentos en líneas celulares SW13 y/o BHK-21, los cuales, 30 
aseguran la recuperación eficiente de los genomas infecciosos flavivíricos. Los medios sobrenadantes de células de 
estos cultivos infecciosos se pasaron en serie cuatro veces usando los mismos tipos de células, permitiendo el 
aislamiento de JEV I, JEV III, TBEV y WNV. Para virus más exigentes, el aislamiento podría lograrse mediante el paso 
en células permisivas adicionales (por ejemplo, DENV-4: células VeroE6; YFV: células HEK-293). Se demostró la 
replicación del virus después de cuatro pases en serie para cada virus usando una combinación de los siguientes 35 
criterios: 
 

(i) producción de genomas víricos en medio sobrenadante celular usando métodos de RT-PCR en tiempo real, 
(ii) producción de partículas infecciosas en medio sobrenadante celular usando ensayos TCID50, 
(iii) detección de efecto citopático (CPE), 40 
(iv) detección de antígenos víricos mediante ensayos de inmunofluorescencia directa, y 
(v) secuenciación completa del genoma vírico usando el método de secuenciación de próxima generación (NGS). 

 
La robustez, la flexibilidad y la versatilidad de los métodos fueron desafiadas adicionalmente como sigue. En primer 
lugar, los inventores redujeron el tamaño y aumentaron el número de fragmentos solapantes combinados para la 45 
transfección. Esto se ejemplificó en el caso de JEV I, para el cual el método ISA generó virus infecciosos, cuando se 
usan hasta 6 amplicones solapantes de aproximadamente 2 kb. En segundo lugar, aplicaron el método ISA a virus 
con un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva que pertenecen a diferentes familias: virus de 
Chikungunya (CHIKV, un virus con envuelta, familia Togaviridae) y Coxsackievirus B3 (CV-B3, un virus no envuelto, 
familia Picornaviridae). De nuevo, los virus infecciosos pudieron aislarse después de la transfección y cuatro pases en 50 
células HEK-293 (CHIKV) o células BGM (CV-B3) (Tabla 2 a continuación). 
 
Adicionalmente, los inventores usaron como control el CV-B3 obtenido tras la transfección de un genoma infeccioso 
que lleva plásmidos y obtuvieron resultados similares en términos de infectividad y datos de secuencia (Tabla 3). 
 55 
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Virus Cepa 

Origen del material 
usado para producir 

amplicones 
subgenómicos 

Línea 
celular 

usada para 
transfección 

Línea 
celular 
usada 

durante 
pasajes 

RT-PCR 
en 

tiempo 
real (UA) 

Log10 
TCDI50/ml 

CFE dIFA 
dN/dS 

(todas las 
mutaciones) 

dN/dS 
(mutaciones 
arregladas) 

Sustituciones 
por sitio 

después de 4 
pasos (todas 

las 
mutaciones) 

Sustituciones por 
sitio después de 4 
pasos(mutaciones 

arregladas) 
I II III 

JEV 

JEV I DNS DNS DNS 

BHK-21 BHK-21 1,32E+08 5,8 Sí N/A 3,273 N/A 1,27E-03 7,29E-04 

SW13 SW13 1,52E+07 5,2 Sí Positivo 0,409 N/A 7,29E-04 9,11E-05 

SW13* SW13* 9,33E+06 2,8* Sí N/A N/A N/A N/A N/A 

JEV III I.C. I.C. I.C. 
BHK-21 BHK-21 3,77E+07 6,1 Sí N/A 3,286 1,143 1,54E-03 1,45E-03 

SW13 SW13 4,04E+06 4,8 Sí Positivo 0,536 N/A 6,37E-04 - 

JEV I / 
JEV III 

quimérico 
DNS I.C. I.C. 

BHK-21 BHK-21 9,33E+07 6,7 Sí N/A 0,404 1,571 1,36E-03 3,64E-04 

SW13 SW13 1,00E+07 6,8 Sí N/A 1,19 1,589 9,10E-04 7,28E-04 

JEV III / 
JEV I 

quimérico 
I.C. DNS DNS 

BHK-21 BHK-21 6,58E+07 6,6 Sí N/A 0,268 0,268 1,00E-03 2,73E-04 

SW13 SW13 3,06E+07 6,4 Sí N/A 5,357 3,178 2,73E-04 6,38E-04 

WNV Ouganda I.C. I.C. I.C. BHK-21 BHK-21 5,73E+07 5,3 Sí N/A 0,268 N/A 4,55E-04 2,73E-04 

TBEV Oshima I.C. I.C. I.C. BHK-21 BHK-21 3,28E+08 9,1 Sí N/A 3,214 N/A 7,20E-04 9,00E-05 

DENV-4 
Dak HD 
34 460 

DNS 
ARN 
vírico 

DNS SW13 VeroE6 6,59E+04 N/A No Positivo 0,436 0,535 8,45E-04 5,63E-04 

YFV 
BOL 

88/1999 
DNS 

ARN 
vírico 

DNS SW13 HEK 1,40E+05 5,2 Sí N/A 0,813 0,818 4,63E-04 4,63E-04 

CHIKV OPY1 I.C. I.C. I.C. HEK-293 
HEK-
293 

2,01E+07 7 Sí N/A 2,24 N/A 4,12E-04 - 

CV-B3 2679 I.C. I.C. I.C. SW13 BGM 4,64E+07 7,4 Sí N/A N/A N/A 2,70E-04 - 

CV-B3* 2679* No obtenido por PCR* SW13* BGM* 9,33E+07 7,4* Sí N/A N/A N/A - - 

 
Tabla 3: Caracterización de los virus recuperados 

 
Resumen de los diferentes virus producidos en este estudio: el nombre específico de la cepa, el origen del material 
inicial (DNS, síntesis de novo; I.C., Clon infeccioso; o ARN vírico) usado como el molde para la producción del primer 5 
(I), segundo (II) y tercer (III) fragmentos, la línea celular usada para la transfección y los pases, la cuantificación relativa 
de la cantidad de ARN vírico y títulos infecciosos en los sobrenadantes celulares en el cuarto pase mediante RT-PCR 
en tiempo real y ensayo TCID50, la presencia o ausencia de efecto citopático (CPE), así como la investigación de 
antígenos víricos mediante ensayo de inmunofluorescencia directa (dIFA). Se obtuvieron secuencias completas del 
genoma vírico usando tecnología NGS. 10 
 
dN y dS corresponden respectivamente al número de sustituciones no sinónimas por sitio no sinónimo y al número de 
sustituciones sinónimas por sitio sinónimo. 
* Resultados obtenidos por transfección de seis fragmentos solapantes. 
 15 
Resultados obtenidos transfectando directamente el clon infeccioso portador del plásmido CV-B3. 
 
N/A y AU significan no disponible y unidad arbitraria, respectivamente. 
 
En tercer lugar, los inventores demostraron la capacidad del método ISA para generar virus modificados 20 
genéticamente en días. Esto fue ejemplificado por la corrección basada en PCR de una mutación de cambio de marco 
(1915del) en el fragmento uno de un clon infeccioso JEV III defectuoso y la posterior recuperación del virus 
correspondiente (Métodos Suplementarios). También pudieron producir virus quiméricos intercambiando el primer 
fragmento de ADN (que codifica proteínas estructurales) de los JEV del genotipo I y III. A pesar de 11 emparejamientos 
erróneos en la región superpuesta de los dos primeros fragmentos, la transfección dio como resultado la producción 25 
de quimeras intergenotípicas JEV I/JEV III y JEV III/JEV I. El análisis de secuencias genómicas completas establecidas 
en el cuarto pase, usando NGS, mostró que la deriva genética (tasa de cambio de secuencia) era modesta (variando 
de 1,45E-03 a 9,00E-05 sustituciones por sitio cuando se consideran mutaciones fijas). La mayoría de mutaciones no 
sinónimas, la presencia de mutaciones compartidas entre las diferentes cepas de JEV (7/85) y la distribución no 
aleatoria de mutaciones (con una frecuencia superior al 10 %) a lo largo del genoma (con puntos calientes y regiones 30 
altamente conservadas) denotaron adaptación a las condiciones de cultivo celular. 
 
La tasa de mutación varió de acuerdo con las células usadas para el aislamiento y, como se esperaba, fue más alta 
en los virus derivados de cepas de bajo pasaje que en los derivados de cepas adaptadas al cultivo. En conclusión, el 
método ISA es un procedimiento muy simple con el que se acelera la producción de virus ARN modificados 35 
genéticamente infecciosos en cuestión de días, con un control perfecto de las secuencias víricas y a partir de una 
diversidad de fuentes iniciales, incluyendo los clones infecciosos preexistentes, el ARN vírico o secuencias genómicas 
de ADN sintetizadas de novo. Esta técnica tiene el potencial futuro de generar el diseño de grandes experimentos de 
genética inversa para virus de ARN, en una escala que antes no se hubiera podido considerar. También tiene la 
capacidad, específicamente para modular las características de los virus recuperados de procedimientos 40 
experimentales. Adicionalmente, debido a que los fragmentos subgenómicos de ADN pueden obtenerse 
convenientemente mediante PCR, este método tiene el potencial de conservar la diversidad genética de poblaciones 
víricas 13 cuando se parte de ARN vírico. La PCR propensa a errores también puede usarse para crear heterogeneidad 
vírica artificial, por ejemplo, para facilitar la selección de virus adaptados15 bajo diversas condiciones de selección 
experimental y, por el contrario, pueden usarse polimerasas de alta fidelidad y moldes de amplificación clonal para 45 
controlar el grado de clonalidad de los virus producidos. 
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Finalmente, el método de la invención tiene el potencial de revolucionar la seguridad de los futuros intercambios de 
virus de ARN entre instituciones científicas, por el envío separado a temperatura ambiente de fragmentos 
subgenómicos de ADN sencillos, no infecciosos que, podrían combinarse y transfectarse después por el instituto 
receptor, permitiendo una recuperación rápida, sencilla y segura de la cepa vírica infecciosa. 
 5 
Ejemplo 2: Atenuación de Chikungunya 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Células y anticuerpos 10 
 
Se cultivaron células de riñón de mono verde africano (Vero) a 37 °C con CO2 al 5 % en un medio esencial mínimo 
(Invitrogen) con suero bovino fetal inactivado por calor al 7 % (FBS; Invitrogen) y Penicilina/Estreptomicina al 1 % (PS; 
5000 U/ml y 5000 µg/ml; Invitrogen). Se cultivaron células de riñón embrionario humano 293 (HEK293) a 37 °C con 
CO2 al 5 % en medio de Eagle modificado de Dulbecco (Invitrogen) con FBS al 10 % y PS al 1 %. Se cultivaron células 15 
de A. albopictus C6/36 a 30 °C en medio L-15 (Invitrogen) con FBS inactivado por calor al 10 %, PS al 1 % y caldo de 
fosfato de triptosa al 5 % (29,5 g/l; Sigma-Aldrich). 
 
Se usó un suero humano inmune específico de CHIKV para realizar el ensayo ELISA (véase a continuación). Para 
disminuir la concentración de moléculas inespecíficas que reaccionan con los compuestos celulares HEK293, se 20 
pusieron en contacto 40 µl de suero durante 16 horas con células HEK293 extraídas (células obtenidas de un cultivo 
en matraz de 150 cm2, extraído usando acetona) en un volumen final de 400 µl (diluyentes: BSA al 1 %; KPL). Una 
proteína recombinante (fusión entre la región C-terminal de nsP2 y la región N-terminal de nsP3; Text S2), 
amablemente proporcionado por el laboratorio de AFMB (Architecture et Fonction des Macromolécules Biologiques, 
UMR 6098, Marsella, Francia), se usó para inmunizar dos conejos mediante métodos convencionales (protocolo de 25 
inmunización Rabbit Speedy de 28 días, Eurogentec). Los anticuerpos policlonales purificados (purificación por 
afinidad usando una matriz de sefarosa; Eurogentec) se usaron para realizar el análisis de transferencia Western. 
 
Método de recodificación in silico 
 30 
Se recodificaron tres regiones del genoma de CHIKV usando un programa informático que atribuía codones de 
nucleótidos aleatoriamente en función de su secuencia de aminoácidos correspondiente: por ejemplo, el aminoácido 
valina se reemplazó aleatoriamente por GTT, GTC, GTA o GTG. Para minimizar la influencia de codones raros en 
líneas celulares de primates, el número y la posición de tales codones raros en los genomas de primates (es decir, 
CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG, ACG) no se modificaron. Adicionalmente, se conservaron sitios de 35 
restricción únicos corrigiendo mutaciones sinónimas en algunos sitios. La ubicación de los casetes recodificados, en 
primer lugar, basándose en la disponibilidad de sitios de restricción únicos, se ajustó para evitar la superposición con 
estructuras secundarias de ARN conocidas. Finalmente, tres casetes de 1302, 1410 y 1500 bases y ubicados en las 
regiones nsP1, nsP4 y E2/E1, respectivamente, se diseñaron usando este método (las secuencias de los casetes se 
representan respectivamente en SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64 y SEQ ID NO: 65). 40 
 
Construcción de clones infecciosos (IC) de CHIKV 
 
Los presentes inventores modificaron un IC descrito previamente de la cepa LR2006 (registro de GenBank EU224268) 
reemplazando el origen de replicación y el promotor procariota por un origen pBR322 modificado y un promotor CMV 45 
(pCMV), respectivamente. Se usaron sitios de restricción únicos BamHI y XhoI para obtener un plásmido intermedio 
usando técnicas moleculares convencionales que contenían un nuevo origen de replicación (pBR322 modificado), el 
promotor procariota CMV (pCMV) y el genoma vírico parcial (desde la primera base hasta XhoI). El genoma vírico 
parcial (desde XhoI hasta el final), la cola poliA y la ribozima de la hepatitis D (HDR) seguida de una poliadenilación 
del virus de simio 40 (SV40) se sintetizaron (Genscript) y se introdujeron en la construcción intermedia usando sitios 50 
de restricción únicos XhoI y AvrII. Finalmente, se usaron sitios de restricción únicos BamHI, AgeI y XhoI para introducir 
mutaciones sinónimas en el genoma (se obtuvieron casetes mutados por fusión de productos de PCR). Se introdujo 
un total de ocho mutaciones sinónimas para generar los sitios de restricción requeridos o para eliminar los sitios de 
restricción indeseables. El clon infeccioso obtenido, que se consideró el tipo silvestre (TS), incorporó cuatro nuevos 
sitios de restricción únicos. 55 
 
Todas las regiones recodificadas se sintetizaron (GenScript) y luego se insertaron en los circuitos integrados por 
digestión (BamHI/XmaI para Φnsp1, AgeI/ApaI para Φnsp4 y XhoI/AvrII para Φenv; NewEngland Biolabs), purificación 
en gel de productos de digestión (Qiagen), ligación (ADN ligasa T4; Invitrogen) y transformación en células STBL4 
electrocompetentes (Invitrogen). Antes de su transfección, todos los clones infecciosos se purificaron (filtración de 60 
0,22 µm) y se verificó su integridad mediante mapa de restricción y secuenciación completa usando un conjunto de 
pares de cebadores específicos. 
 
Ensayos de RT-PCR en tiempo real 
 65 
Se usó un fragmento de 179 nt ubicado en la región nsP2 (posición de nucleótidos 2631 a 2809) para detectar el ARN 

E15731884
02-06-2021ES 2 873 083 T3

 



19 

genómico (cadena positiva) de todos los CHIKV (ensayo universal), recodificado o no. Se usó otro fragmento de 168 nt 
ubicado en la región nsP4 (posición de nucleótidos 6804 a 6971) para analizar los sobrenadantes celulares de los 
experimentos de competencia: dos conjuntos de cebadores y sondas permitieron detectar específicamente los virus 
recodificados en la región nsP4 o los virus sin modificación en la misma región. 
 5 
Cinética de replicación 
 
La aptitud replicativa de cada virus se determinó usando los resultados de los estudios de cinética de replicación, 
realizado por triplicado en células Vero, HEK293 o C6/36. Para comparar los siete virus de los siete IC (el virus TS y 
los 6 virus recodificados), se realizó un experimento con todos los virus. Se usaron reservas de virus o IC para infectar 10 
o transfectar células, respectivamente. Para la evaluación de la aptitud replicativa de los virus de pasaje, los inventores 
realizaron un experimento para cada virus (virus TS, Φnsp4 y Φnsp1 Φnsp4 Φenv) con el primer pase en Vero y los 
pases 12, 25, 37 y 50 para cada régimen de pases (13 sobrenadantes probados por triplicado). Para la cinética de 
replicación de ciclo único, se usó una MOI estimada de 5 para infectar un matraz de cultivo de 75 cm2 de células Vero, 
C6/36 o HEK293 confluentes. Las células se lavaron dos veces (HBSS) 30 minutos después de la infección y se 15 
añadieron 20 ml de medio. Se tomó una muestra de 1 ml de sobrenadante celular justo antes de los lavados y a las 2, 
8, 14, 20 y 28 horas pi. Para la cinética de replicación con MOI estimada baja y la evaluación de la aptitud replicativa 
de los virus pasados, se usó una MOI estimada de 0,01 para infectar un matraz de cultivo de 25 cm2 de células Vero 
o C6/36 confluentes. Las células se lavaron dos veces (HBSS) 2 horas después de la infección y se añadieron 8 ml 
de medio. Se tomó una muestra de 1 ml de sobrenadante celular después de los lavados (T0) y a las 24, 48 y 72 horas 20 
pi. Para la cinética de replicación usando clones de ADN infecciosos, se transfectó un matraz de cultivo de 75 cm2 de 
células HEK293 subconfluentes con los IC usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. Las células se lavaron dos veces (HBSS) 4 horas después de la transfección y se añadieron 20 ml de 
medio. Se tomó una muestra de 1 ml de sobrenadante celular después de los lavados (T0) y a las 16, 24 y 48 horas 
pi. 25 
 
Todos los sobrenadantes celulares muestreados se clarificaron mediante centrifugación, se tomaron alícuotas y se 
almacenaron a -80 °C. Después se analizaron usando un ensayo TCID50 y un ensayo RT-PCR en tiempo real (no se 
realizó de forma sistemática, véanse las leyendas de las figuras). Los ácidos nucleicos se extrajeron de los 
sobrenadantes de células clarificados usando el EZ1 Virus Mini Kit v2 en el EZ1 Biorobot (ambos de Qiagen). 30 
 
Experimentos de competencia de virus 
 
El virus TS se cultivó en competencia con uno de los cuatro virus recodificados (Φnsp4, Φnsp1 Φnsp4, Φnsp1 Φenv 
o Φnsp1 Φnsp4 Φenv) usando cinco proporciones diferentes de PFU (TS/virus recodificado 1/99, 20/80, 50/50, 80/20, 35 
99/1). Se usó una MOI global estimada de 0,5 para la primera inoculación. Para cada experimento, un cultivo en matraz 
de 25 cm2 de células confluentes se infectó durante 2 horas, se lavó (HBSS) y luego se incubó durante 48 h después 
de la adición de 7 ml de medio. Los virus de cada experimento se pasaron después nueve veces de la siguiente 
manera: un cultivo en matraz de 25 cm2 de células confluentes se infectó durante 2 horas con el sobrenadante de 
cultivo purificado (centrifugación), se lavó (HBSS) y luego se incubó durante 48 h después de la adición de 7 ml de 40 
medio. En cada pasaje, la MOI estimada tuvo un cuello de botella en aproximadamente 0,5. Después de cada 
infección, los ácidos nucleicos se extrajeron del sobrenadante de células clarificado usando el EZ1 Virus Mini Kit v2 
en el EZ1 Biorobot (ambos de Qiagen). Usando dos ensayos específicos de RT-PCR en tiempo real dirigidos a la 
región ΦnsP4 (véase anteriormente), se evaluó la cantidad de cada virus y se calculó la proporción de los dos valores 
(TS/recodificado). 45 
 
Cuantificación de ARN intracelular y proteínas víricas 
 
Se usó una MOI estimada global de 5 para infectar placas de 12 pocillos confluentes de células HEK293 con reserva 
de virus. Las células se lavaron una vez (HBSS) 30 minutos después de la infección y se añadieron 2 ml de medio. A 50 
8 horas pi, se comprobó la ausencia de efecto citopático, se descartaron los sobrenadantes del cultivo y las células se 
lavaron una vez (HBSS). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Para análisis de transferencia Western 
y cuantificación de ARN vírico intracelular, el aislamiento total de ARN y proteínas se realizó usando el mismo pocillo 
con el kit Nucleospin ARN/proteína de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Macherey-Nagel). Los extractos 
de proteínas se resolvieron en geles de poliacrilamida al 10 % que contenían SDS y se transfirieron a una membrana 55 
de PVDF. Se usaron pAb de conejo anti-Nsp1/2, mAb anti-actina C-2 (Santa Cruz Biotechnology) y el correspondiente 
anticuerpo secundario conjugado con HRP. Se revelaron bandas de proteína usando Immobilon (Millipore) seguido de 
exposición de transferencia a película radiográfica. Se realizó un ensayo de RT-PCR en tiempo real (véase 
anteriormente) para evaluar el ARN intracelular vírico (se usó actina de ARNm como normalizador para tener en cuenta 
las diferencias en el número de células y/o la calidad del ARN extraído como se describió anteriormente). Para la 60 
cuantificación de proteínas víricas mediante ELISA, las células se recolectaron mecánicamente usando un raspador 
de células, se resuspendieron en 800 µl de PBS, se agitaron en vórtex y se rompieron sometiendo a ultrasonidos 
(30 segundos a 20 KHz, Misonix Sonicator XL). Se usó suero humano inmunitario específico de CHIKV pretratado 
para detectar proteínas víricas. 
 65 
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El TS y dos virus recodificados (Φnsp4 y Φnsp1 Φnsp4 Φenv) se pasaron 50 veces siguiendo tres regímenes: pasajes 
seriados en células Vero o C6/36 y pasajes alternos entre Vero y C6/36. Para cada pasaje, se infectó un matraz de 
cultivo de 25 cm2 de células confluentes durante 2 horas con el sobrenadante celular clarificado diluido, se lavó (HBSS) 
y se incubó durante 48 horas después de la adición de 7 ml de medio. Después se recogió el sobrenadante celular, 5 
se clarificó por centrifugación, se tomaron alícuotas y se almacenaron a -80 °C. Para cada pasaje, la MOI estimada 
tuvo un cuello de botella en aproximadamente 0,1. Para evitar la contaminación, los pasajes de virus se realizaron en 
tres fases: pasajes en serie de virus TS y Φnsp4, pasajes alternos de los mismos virus y pasajes del virus Φnsp1 
Φnsp4 Φenv. Todos los virus pasados al mismo tiempo se manipularon secuencialmente y en diferentes cabinas de 
flujo laminar. 10 
 
Ensayo en placa 
 
Se infectaron monocapas de células Vero en placas de cultivo de 12 pocillos con 1 ml de reserva de virus (véase 
anteriormente). Después de dos horas, las células se lavaron (HBSS) y se añadieron 2 ml de agarosa al 0,9 % en 15 
medio de cultivo. Después de una incubación de 72 horas, las células se fijaron durante 4 horas con formaldehído al 
10 % y se tiñeron durante 30 minutos con una solución de negro de naftaleno al 0,1 %. 
 
Ensayo de dosis 50 infecciosa de cultivo de tejidos (TCID50) 
 20 
Para cada determinación, se inoculó un cultivo en placa de 96 pocillos de células Vero confluentes con 150 µl/pocillo 
de diluciones seriadas de 10 veces de sobrenadantes de cultivo celular clarificados por centrifugación: cada fila incluía 
6 pocillos de la dilución y dos controles negativos. Las placas se incubaron durante 7 días y se leyó la ausencia o 
presencia de CPE en cada pocillo. La determinación del DICT50/ml se realizó mediante el método de Reed y Muench. 
Cuando el valor obtenido con una muestra fue menor que el umbral de detección del método (101,82 TCID50/ml), los 25 
inventores realizaron otro ensayo con diluciones de dos veces, de 20 veces y de 200 veces (umbral de detección: 
101,13 TCID50/ml). Los valores inferiores a este umbral se consideraron iguales a 101,13 TCID50/ml en las 
presentaciones gráficas y no se tuvieron en cuenta en los análisis estadísticos. Suponiendo que la recodificación y/o 
los pasajes experimentales podrían modificar significativamente la apariencia de CPE, los inventores usaron un ensayo 
de qRT-PCR (véase más adelante) como indicador sensible de la presencia de virus infecciosos. Este ensayo se 30 
realizó para cada virus (primer pasaje y, cuando estuviera disponible, 25 y 50 pases). Para todos los virus, los pocillos 
positivos para CPE fueron positivos en qRT-PCR con un ciclo de umbral inferior a 16 mientras que los que no 
produjeron CPE fueron negativos o positivos con un ciclo de umbral > 35, el valor esperado después de la dilución de 
los rendimientos iniciales de ARN. 
 35 
Ensayo de hemaglutinación 
 
Se usó una MOI estimada de 5 para infectar con stock de virus (ver arriba) un matraz de cultivo de 25 cm2 de células 
confluentes Vero o C6/36. Las células se lavaron dos veces (HBSS) 30 minutos después de la infección y se añadieron 
8 ml de medio sin FBS. Se tomaron muestras de 2 ml de sobrenadante celular a las 16 horas pi. Los sobrenadantes 40 
muestreados se clarificaron mediante centrifugación, se tomaron alícuotas y se almacenaron a -80 °C. Después se 
analizaron usando un ensayo TCID50 (véase anteriormente), se realizó un ensayo de RT-PCR en tiempo real y un 
ensayo de titulación de hemaglutinación usando métodos convencionales: se prepararon diluciones en serie dobles 
de sobrenadante celular en microplacas con fondo en U en solución salina bovina al 0,4 %/solución salina de borato 
pH 9,0 (volumen final: 35 µl por pocillo). Se añadieron treinta y cinco microlitros de glóbulos rojos de ganso pre-diluidos 45 
(1/150 usando los diluyentes de ajuste de pH 6,0 finales), la mezcla se homogeneizó, se incubó durante 45 min a 
temperatura ambiente y luego se leyó usando cuatro símbolos de puntuación: ++ para la hemaglutinación completa, + 
para hemaglutinación parcial, +/- para trazas de hemaglutinación y - para hemaglutinación negativa. El título de 
hemaglutinación fue el recíproco de la dilución más alta en la que se observó +. 
 50 
RESULTADOS 
 
Los inventores han evaluado el efecto sobre la aptitud replicativa y la citopatogenicidad de la recodificación a gran 
escala de CHIKV, un arbovirus patógeno reemergente del Viejo Mundo. La generación de virus atenuados mediante 
la codificación a gran escala representa una ruta emocionante y potencialmente importante para el desarrollo de 55 
vacunas y también para comprender la base de la evolución de la patogenicidad vírica. La recodificación dirigida al 
sitio, asociada a ninguna modificación de las secuencias de aminoácidos, alivia la probabilidad de novedosas 
propiedades fenotípicas, permite modular la aptitud alterando la longitud del intervalo de reemplazo de codones, pero 
adicionalmente aporta beneficios al desarrollo genérico de vacunas vivas atenuadas, incluyendo costes reducidos e 
inducción de una dosis única de inmunidad a largo plazo. 60 
 
Un resultado clave fue la observación de que el método de recodificación aleatoria desvelado en el presente 
documento disminuyó la aptitud replicativa de CHIKV tanto en células de primates como de artrópodos. La disminución 
de la aptitud replicativa de CHIKV se correlacionó directamente con el grado de recodificación. Los inventores 
descubrieron que durante un ciclo de replicación en las células de mosquitos, la recodificación de codones redujo 65 
profundamente el título infeccioso del virus liberado mientras que el número de partículas víricas permaneció estable. 
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Esto implica que el proceso de maduración (es decir, la formación de ribonucleoproteínas y su inserción en las 
membranas plasmáticas que contienen HA) podría fallar cuando los virus se recodifican. 
 
Por el contrario, en células de primates, esta disminución en la infectividad de las partículas víricas se asoció a la 
generación reducida de ARN vírico y proteínas probablemente debido a un complejo de replicación comprometido. 5 
 
Estos resultados indican que las mutaciones sinónimas en los genomas víricos tienen importantes efectos de aptitud 
y no solo en el pequeño número de elementos que actúan en cis descritos anteriormente (Gerardin et al., 2008). 
 
De hecho, durante este experimento, se produjeron seis virus recodificados, de los cuales el virus más recodificado 10 
se modificó en tres regiones que codifican proteínas diferentes (en conjunto, se introdujeron 882 mutaciones sinónimas 
que abarcan 4.212 nt). En apoyo de estudios previos que demostraron que los virus de la gripe A recodificados y de 
poliovirus están atenuados, la observación de una reducción en la aptitud replicativa sugiere fuertemente que una 
proporción de mutaciones sinónimas no son neutrales en los virus de ARN. De hecho, es probable que algunas 
mutaciones sinónimas hayan sido seleccionadas positivamente durante el proceso de transferencia, reforzando la idea 15 
de que los sitios sinónimos son fundamentales para la aptitud vírica. En conclusión, es probable que las mutaciones 
sinónimas puedan ser neutrales, beneficiosas o perjudiciales como es el caso de mutaciones no sinónimas. 
 
Los patrones evolutivos en sitios sinónimos podrían ser moldeados por procesos mutacionales en todo el genoma, tal 
como % de G+C, sesgo de uso de codones y frecuencia de dinucleótidos. Estas limitaciones globales, que 20 
teóricamente producen un subconjunto de genomas viables, se evaluaron por estudios previos de recodificación de 
codones en poliovirus, virus de la gripe A y virus bacteriano T7 que aplicó una modificación específica del sesgo de 
uso de codones, polarización del par de codones o frecuencias CpG/UpA. 
 
Usando un método de recodificación aleatoria a gran escala, que solo modificó ligeramente estas propiedades 25 
globales, los inventores todavía observaron reducciones de la aptitud replicativa tanto en células de primates como de 
artrópodos. Estos resultados indican que las limitaciones locales también pueden proporcionar una presión de 
selección significativa en sitios sinónimos en virus de ARN, por ejemplo, interrumpiendo las estructuras secundarias 
de ARN. Dado que numerosas estructuras secundarias funcionales están presentes en las regiones codificantes de 
los virus de ARN y, por lo tanto, incluyen sitios sinónimos (con ejemplos notables en poliovirus, virus de encefalitis 30 
transmitida por garrapatas, alfavirus y VIH-1), es probable que estructuras similares sean comunes en CHIKV. 
Recientemente, se demostró que una estrategia de recodificación similar aplicada a las regiones sin cápside del 
poliovirus dio como resultado la identificación de dos nuevos elementos funcionales de ARN. El concepto de 
recodificación aleatoria a gran escala, como se describe aquí, también está respaldado por el informe del impacto 
negativo de mutaciones sinónimas únicas aleatorias (que no modificaron las características genéticas del genoma) 35 
sobre la capacidad de replicación vírica. 
 
Finalmente, estos resultados indican que la reducción de la capacidad replicativa vírica está impulsada por una 
diversidad de factores. 
 40 
Primero, la naturaleza del virus estudiado es un parámetro importante: los inventores encontraron que la introducción 
de hasta 882 mutaciones sinónimas aleatorias afectaba claramente la aptitud replicativa del CHIKV, mientras que dos 
estudios anteriores demostraron que los métodos de recodificación aleatoria comparables aplicados a la región del 
precursor de la cápside (P1) del poliovirus no afectaron significativamente la aptitud replicativa (se introdujeron 934 y 
153 sustituciones sinónimos, respectivamente). 45 
 
La ubicación de la región recodificada constituye el segundo factor de importancia: la recodificación en la región E2/E1 
resultó en una mayor pérdida de aptitud que en otras regiones genómicas. El análisis de genomas completos de 
CHIKV de tipo salvaje reveló niveles naturalmente bajos de diversidad sinónima en esta región recodificada, lo que 
indica que esta región está sujeta a limitaciones evolutivas locales específicas que explican en parte el impacto 50 
significativo de la recodificación en esta región. 
 
Es probable que el impacto medio de una mutación sea menos importante en la recodificación aleatoria que en 
enfoques específicos. Esto sugiere que la recodificación aleatoria a gran escala podría ser ventajosa en varios 
aspectos al diseñar futuras vacunas candidatas, en concreto: 55 
 

(i) la reversión al tipo silvestre debe ser intrínsecamente más difícil, dado el alto número de mutaciones producidas; 
(ii) dado que en los presentes experimentos la reducción de la aptitud replicativa disminuyó con el grado de 
recodificación, el método abre la puerta para ajustar con precisión la reducción de la aptitud mediante la modulación 
de la longitud de las regiones recodificadas y el número de mutaciones sinónimas introducidas; 60 
(iii) el uso de una combinación de varias regiones recodificadas ubicadas en todo el genoma vírico puede prevenir 
la reversión fenotípica completa debido a la recombinación entre virus TS y recodificados: la modificación de 
secuencia a gran escala puede hacer que la recombinación sea intrínsecamente más difícil y, en el caso de la 
recombinación, la parte del genoma que representa la cepa recodificada probablemente aún portaría algunas 
mutaciones asociadas a la reducción de la aptitud. 65 
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En consecuencia, estos virus recodificados son muy estables. Para corroborar, los inventores pasaron el tipo silvestre 
y dos CHIKV recodificados in cellulo. Durante el pasaje en serie de los virus recodificados, los inventores observaron 
que la respuesta a la recodificación de codones y la adaptación a las condiciones de cultivo se produjeron 
simultáneamente. Sin embargo, los altos niveles de evolución convergente observada entre el virus TS y los virus 
recodificados indican que la selección que surge de la recodificación del codón fue probablemente más débil que la 5 
de la adaptación a las condiciones de cultivo, y/o que las mutaciones beneficiosas para restaurar el coste de re-
codificación fueran menos probables. Por lo tanto, esta percepción indirecta de la dificultad de revertir los efectos de 
la recodificación destaca aún más la estabilidad de estos virus recodificados. 
 
Estos experimentos también confirman que las mutaciones adquiridas en un hospedador pueden ser perjudiciales en 10 
un tipo de hospedador diferente (los pasajes en serie en células de primates aumentan la capacidad de replicación 
vírica en células de primates, mientras que los pasajes seriados en células de mosquitos disminuyeron la aptitud vírica 
en células de primates) y, con la excepción del virus más recodificado, que los pasajes alternativos (i) limitan 
seriamente la mejora de la aptitud replicativa y (ii) retrasan la aparición de las mutaciones. 
 15 
En conclusión, estos experimentos demuestran que la recodificación de codones aleatorios disminuye 
significativamente la aptitud replicativa de CHIKV. Aunque todos estos resultados son importantes y alentadores, no 
pueden extenderse fácilmente a virus de ARN que producen infecciones crónicas. Por lo tanto, obviamente, se 
necesitan estudios en modelos animales para evaluar el potencial de estos métodos de atenuación de nueva 
generación para producir candidatos a vacunas. Sin embargo, este enfoque podría ayudar en el desarrollo de futuras 20 
vacunas de virus de ARN, incluyendo aquellas de los arbovirus. La introducción de una gran cantidad de mutaciones 
sinónimas ligeramente perjudiciales redujo la capacidad de replicación de CHIKV en órdenes de magnitud tanto en 
células de primates como de artrópodos. Esta estrategia dio como resultado una reversión limitada y una recuperación 
de la aptitud después de un subcultivo en serie intensivo de los virus, y es probable que reduzca el riesgo de reversión 
fenotípica completa si se produce la recombinación con el virus de tipo silvestre. Los presentes resultados alientan a 25 
que tales virus modificados tendrían dificultades para volver a su ciclo arbovírico natural en el mundo real. 
Adicionalmente, la disminución de la aptitud replicativa se correlacionó con el grado de recodificación, una observación 
que puede resultar ventajosa en el desarrollo de estrategias futuras para modular la atenuación viral. 
 
Ejemplo 3: Atenuación de otros virus de ARN 30 
 
Se ha demostrado que la etapa de recodificación de codones a gran escala de la invención es un poderoso método 
de atenuación que tiene varias ventajas para el desarrollo de vacunas, incluyendo la posibilidad de obtener cepas de 
vacunas potenciales en un período muy corto tan pronto como se conozca la secuencia completa del patógeno diana 
y pueda producirse un genoma infeccioso. También tiene la posibilidad de modular con precisión el grado de pérdida 35 
de aptitud replicativa y generar vacunas seguras, vivas atenuadas que confieren protección a largo plazo, de una 
manera rentable. 
 
Los inventores aplicaron el método de atenuación desvelado en el presente documento y ejemplificado en el ejemplo 
2, a otros 2 arbovirus (ambos son flavivirus; virus de ARN de sentido positivo monocatenario envueltos): el virus de la 40 
encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) y el virus de la encefalitis japonesa (JEV). 
 
A) TBEV 
 
Siguiendo el método de recodificación de codones a gran escala aplicado previamente al virus Chikungunya (CHIKV), 45 
los inventores modificaron la región genómica NS5 (un casete de 1412 pb, como se representa en SEQ ID NO: 66) 
del TBEV (cepa Oshima 5-10), insertando 273 mutaciones silenciosas (recodificación de codones aleatorios). 
 
La cepa TBEV Oshima 5-10, que se aisló en 1995 en Japón, pertenece al subtipo del Lejano Oriente y muestra una 
importante virulencia en ratones (provoca encefalitis como en humanos). Los virus de tipo silvestre (TS) y virus 50 
NS5_random_re-encoded se obtienen usando el método ISA y métodos clásicos (se obtuvieron clones infecciosos). 
Se midió la aptitud replicativa de los virus correspondientes in cellulo y era casi idéntica. 
 

Tabla 4: Características genéticas del TBEV estudiado 
Virus Tamaño del casete 

(región genómica 
NS5) 

Número de 
mutaciones 

ENC del marco de lectura 
abierto completo 

% G+C del marco de 
lectura abierto completo 

TS - - 54,0 54,3 

NS5 
recodificado  

1412 nt 273 55,5 53,8 

 55 
El uso de codones se midió usando el número efectivo de codones ENC que da un valor que varía de 20 (solo un 
codón usado para cada aminoácido) a 61 (uso aleatorio de codones para cada aminoácido). 
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A continuación se usó un modelo in vivo para medir el fenotipo de atenuación de este TBEV recodificado. Después de 
la inoculación intraperitoneal (se usaron 2,104, 2,105 y 2,106 TCID50 de virus), se controló la aparición de síntomas en 
los ratones y se pesaron todos los días durante 20 días. 
 
Los resultados muestran un retraso en la pérdida de peso y la aparición de síntomas para los ratones infectados con 5 
el virus NS5_random_re-encoded en comparación con los infectados por el virus TS. Por otra parte, el número de 
ratones que muestran al menos un síntoma, pérdida de peso (≤94 %) y virus en el cerebro (detección de ARN vírico 
por RT-PCR en tiempo real) es significativamente mayor para los ratones infectados con TS que los ratones infectados 
por NS5_random_re-encoded. Se observaron altos niveles de anticuerpos IgG seroneutralizantes en ratones 
infectados con virus NS5_random_re-encoded a los 30 días después de la primera inoculación. Finalmente, los 10 
experimentos de desafío (los ratones fueron desafiados 30 días después de la primera inoculación) por el virus TS 
muestran que todos los ratones previamente infectados por virus recodificados estaban protegidos (basándose en la 
aparición de síntomas y pérdida de peso). 
 
Tabla 5: Características genéticas de los diferentes fragmentos TS, ligeramente recodificados o fuertemente 15 

recodificados. 
 Fragmento I Fragmento II Fragmento III 

Virus Longitu
d 

Mutación % de 
G+C 

Longitu
d 

Mutación % de 
G+C 

Longitu
d 

mutación % de 
G+C 

TS 3646 - 50,8 2854 - 52,3 3410 - 53,0 

500 3646 225 (6,2 %) 49,7 2854 161 (5,6 %) 51,6 3410 199 (5,8 %) 52,0 

1500 3646 672 
(18,4 %) 

49,1 2854 482 
(16,9 %) 

49,6 3410 563 
(16,5 %) 

50,3 

 
Se indican el número del fragmento (primero, segundo o tercero), longitud, número de mutaciones sinónimas y % de 
G+C. 500 y 1500 significan un nivel bajo y alto de recodificación. 
 20 
Usando el método de genética inversa ISA y combinaciones de estos fragmentos TS y recodificados, los inventores 
produjeron un gran número de virus recombinantes que albergan niveles graduales de recodificación en diferentes 
partes del genoma. 
 
B) JEV 25 
 
Los inventores han modificado la cepa JEV 'JEV_CNS769_Laos_2009' (Genotipo 1) usando el método de 
recodificación de codones aleatorios a gran escala. 
 
Aquí se usa un enfoque diferente: los inventores recodificaron in silico casi todo el marco de lectura abierto (ORF) 30 
completo, desde el comienzo de PrM hasta el final de las regiones genómicas NS5, usando dos niveles diferentes de 
recodificación: un nivel alto y un nivel bajo de recodificación con la inserción de mutaciones sinónimas 585 o 1717 a 
lo largo de todo el marco de lectura abierto (Figura 3). 
 
Para sus fines, los inventores usaron al menos un casete recodificado como se muestra en SEQ ID NO: 67; SEQ ID 35 
NO: 68; SEQ ID NO: 69; SEQ ID NO: 70; SEQ ID NO: 71; y SEQ ID NO:72. 
 
La aptitud replicativa in cellulo de estos JEV recodificados se midió usando células humanas: Los resultados 
preliminares muestran una disminución de la aptitud replicativa según el nivel de recodificación, el tamaño de la región 
de recodificación y la posición genómica del fragmento o fragmentos recodificados (Figura 4). 40 
 
Ejemplo 4: Generación in vivo 
 
Se prepararon fragmentos solapantes que abarcaban todo el genoma de los virus de ARN y flanqueados 
respectivamente en 5 y 3' por el promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN y la señal de poliadenilación del 45 
terminador/ARN usando el método de la invención. 
 
Estos fragmentos de ADN se inocularon directamente a animales vivos y se les permitió recuperar virus infecciosos 
de varias muestras de animales. Adicionalmente, la vigilancia clínica de los animales (aparición de síntomas y pérdida 
significativa de peso) permitió observar signos típicos de infección. 50 
 
a) Experimento 1: Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV; Flavivirus) 
 
Los inventores usaron una cepa de tipo silvestre del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (cepa Oshima 
5.10 (número de registro de GenBank AB062063)). Aplicaron el método de la invención a fragmentos solapantes de 55 
ADN. 
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Se inocularon ratones hembra C57B1/6J de cinco semanas de edad con tres fragmentos solapantes de ADN. 
 
El curso clínico de la infección vírica se controló siguiendo 
 5 

(i) las manifestaciones clínicas de la enfermedad (escalofríos, joroba, ojos sucios, hemi- o tetra-paresia, hemiplejia 
o tetraplejia); y 
(ii) el peso de los ratones exactamente como lo describe Fabritus L et al., 2015, Attenuation of Tick-Borne 
Encephalitis Virus Using Large-Scale Random Codon Re-encoding. PLoS Pathog 11(3). 

 10 
Se recogieron cerebros y bazos de ratones sacrificados 14 días después de la inoculación. Los cerebros y los bazos 
se molieron y se centrifugaron. El sobrenadante resultante se utilizó para evaluar la presencia de virus infecciosos. 
 
La presencia de virus infecciosos se evaluó mediante métodos moleculares (RT-PCR en tiempo real) y métodos de 
cultivo celular clásico (aislamiento de virus infecciosos). 15 
 
Usando una cantidad inicial de ADN que varía entre 2 y 5 µg y dos vías de inoculación diferentes (inyecciones 
intraperitoneales e intradérmicas), se detectaron virus infecciosos tanto en el cerebro como en el bazo. También se 
observaron manifestaciones clínicas (pérdida significativa de peso y síntomas) de las enfermedades. 
 20 
b) Experimento 2: Inoculación intracerebral de ratones lactantes 
 
Los inventores usaron cepas de tipo silvestre del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (cepa Oshima 5.10 
(número de registro de GenBank AB062063)) y encefalitis japonesa (JEV_CNS769_Laos_2009 (número de registro 
de GenBank KC196115)). Usaron el método de la invención para generar los fragmentos solapantes de ADN. 25 
 
Los fragmentos solapantes de ADN se usaron diluidos en PBS o se mezclaron con un reactivo de transfección. 
 
Se inocularon ratones lactantes OF1 mediante inyección intracerebral de fragmentos solapantes de ADN. El curso 
clínico de la infección vírica se controló siguiendo la manifestación clínica de la enfermedad (escalofríos, letargo). Se 30 
recogieron cerebros de ratones sacrificados 6-12 días después de la inoculación. Los cerebros se molieron y se 
centrifugaron. El sobrenadante resultante se utilizó para evaluar la presencia de virus infecciosos. 
 
La presencia de virus infecciosos se evaluó mediante métodos moleculares (RT-PCR en tiempo real) y métodos de 
cultivo celular clásico (aislamiento de virus infecciosos). 35 
 
Usando 2 µg de ADN, se detectaron virus infecciosos en el cerebro para ambos virus (TBEV y JEV) y con o sin adición 
de reactivo de transfección. También se observaron manifestaciones clínicas de las enfermedades. 
 
Conclusión 40 
 
Los inventores han aprovechado así el poder de los métodos desvelados en el presente documento generando virus 
in vivo. Dicho método sería por lo tanto altamente eficaz para desarrollar una vacuna viva atenuada in vivo, es decir, 
directamente dentro del cuerpo un sujeto. 
 45 
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<220> 
<223> cebador 

 
<400> 57 5 
cacccaactg atcttcagca tct 23 

 
<210> 58 
<211> 23 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> cebador 

 15 
<400> 58 
ccacacaaca tgcgtaccaa gca 23 

 
<210> 59 
<211> 20 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> cebador 25 

 
<400> 59 
caggcgctgg cgctccgaca 20 

 
<210> 60 30 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 35 
<223> cebador 

 
<400> 60 
gtctatggtt atactctctg aaca 24 

 40 
<210> 61 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 45 
<220> 
<223> cebador 

 
<400> 61 
gacaggagga cacaagtcag at 22 50 

 
<210> 62 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 

 
<220> 
<223> cebador 

 
<400> 62 60 
ctcagggtca atgccagcgc tt 22 

 
<210> 63 
<211> 1302 
<212> ADN 65 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Secuencias recodificadas 

 
<400> 63 5 

 

 

 
 

<210> 64 10 
<211> 1410 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 15 
<223> Secuencias recodificadas 

 
<400> 64 
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<210> 65 
<211> 1500 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Secuencias recodificadas 

 10 
<400> 65 
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<210> 66 
<211> 1412 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> casete recodificado 

 10 
<400> 66 

 

E15731884
02-06-2021ES 2 873 083 T3

 



39 

 
 

<210> 67 
<211> 3569 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> casete recodificado 

 10 
<400> 67 
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<210> 68 
<211> 3569 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Casete recodificado 

 10 
<400> 68 
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<210> 69 
<211> 2853 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> casete recodificado 

 10 
<400> 69 
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<210> 70 
<211> 2853 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> casete recodificado 

 
<400> 70 5 
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<210> 71 
<211> 3409 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> casete recodificado 

 10 
<400> 71 
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<210> 72 
<211> 3409 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> casete recodificado 

 10 
<400> 72 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Método para generar in vitro un virus de ARN positivo monocatenario atenuado de un receptor humano o animal 
que comprende las siguientes etapas: 
 5 

etapa I) re-codificar el genoma vírico de un virus ARN infeccioso sustituyendo aleatoriamente una parte de los 
codones de nucleótidos de todo el genoma vírico de dicho virus ARN infeccioso por otro codón de nucleótidos que 
codifica el mismo aminoácido, 
con la condición de que: 

 10 
i) el número y la posición de los codones de nucleótidos raros presentes en dicho genoma vírico no se 
modifiquen, siendo dichos codones de nucleótidos raros CGU, CGC, CGA, CGG, UCG, CCG, GCG y ACG; y 
ii) las regiones de dicho genoma vírico que están implicadas con la estructura secundaria del ARN no se 
modifiquen; y, 

 15 
etapa II) generar un virus de ARN atenuado mediante: 
 

sub-etapa II.a) introducción de un promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posición 5' y 
opcionalmente un terminador y una secuencia de poliadenilación de ARN en la posición 3' del genoma vírico 
recodificado como se obtiene en la etapa I); 20 
sub-etapa II.b) amplificación del genoma vírico recodificado como se prepara en la sub-etapa a) incluyendo 
dicho promotor y opcionalmente dicho terminador y secuencia de poliadenilación de ARN, en al menos 2, 
preferentemente al menos 3, 4, 5 o 6 fragmentos de ADNc solapantes; 
sub-etapa II.c) transfección de dichos fragmentos de ADNc en una célula hospedadora; 
sub-etapa II.d) incubación de dicha célula hospedadora de la sub-etapa c); y 25 
sub-etapa II.e) recuperación del virus de ARN atenuado de dicha célula hospedadora incubada. 

 
2. Método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde en la etapa I), del 1 al 20 % de los codones de nucleótidos de 
todo el genoma vírico de dicho virus de ARN infeccioso se sustituyen por otro codón de nucleótidos que codifica el 
mismo aminoácido. 30 
 
3. Método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde la etapa I) se realiza mediante: 
 

- determinando la secuencia de aminoácidos codificada por todo el genoma vírico del virus de ARN infeccioso y 
determinar cada codón de nucleótido que codifica cada aminoácido; y 35 
- sustituyendo del 1 al 20 % del codón de nucleótidos del genoma vírico que codifica un aminoácido de la tabla 1, 
por un codón de nucleótido diferente que codifica el mismo aminoácido como se especifica en la siguiente tabla: 

 

Aminoácido Codón de nucleótido 

Ala, A GCU, GCC, GCA 

Arg/R AGA, AGG 

Asn/N AAU, AAC 

Asp/D GAU, GAC 

Cys/C UGU, UGC 

Gln/Q CAA, CAG 

Glu/E GAA, GAG 

Gly/G GGU, GGC, GGA 

His/H CAU, CAC 

Ile/I AUU, AUC, AUA 

Leu/L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG 

Lys/K AAA, AAG 

Phe/F UUU, UUC 
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(continuación) 

Aminoácido Codón de nucleótido 

Pro/P CCU, CCC, CCA 

Ser/S UCU, UCC, UCA, AGU, AGC 

Thr/T ACU, ACC, ACA 

Tyr/Y UAU, UAC 

Val/V GUU, GUC, GUA, GUG 

 
4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho virus de ARN positivo 
monocatenario se selecciona del grupo que consiste en flavivirus, alfavirus y enterovirus. 
 5 
5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde, en la etapa II.a), 
 

- dicho promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN en la posición 5' es el promotor del citomegalovirus 
humano (pCMV); y/o 
- dicha secuencia terminador y de poliadenilación de ARN opcional es, respectivamente, la ribozima de la hepatitis 10 
delta y la señal de poliadenilación del virus de simio 40 (HDR/SV40pA). 

 
6. El método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, en donde: 
 

- la sub-etapa II.c) es una etapa de transfección directa de los fragmentos de ADNc obtenidos en la sub-etapa b) 15 
como tal, y 
- dicha sub-etapa II.c) se produce directamente después de la sub-etapa II.b). 

 
7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones a 1 a 5, en donde la sub-etapa II.c) es una etapa 
de transfección de plásmidos o vectores que comprenden un fragmento de ADNc obtenido en la sub-etapa II.b), en 20 
donde cada fragmento de ADNc está en un plásmido o vector individual y separado. 
 
8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde los fragmentos de ADNc 
transfectados de la sub-etapa II.c) se recombinan espontáneamente en las células hospedadoras durante la sub-etapa 
II.d) de incubación. 25 
 
9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho virus es el virus Chikungunya 
y se realiza dicha etapa I) de recodificación: 
 

- en la región que codifica la proteína no estructural nsP1, por el casete recodificado representado en SEQ ID NO: 30 
63; 
- en la región que codifica la proteína no estructural nsP4, por el recodificado representado en SEQ ID NO: 64; y 
- en la región que codifica la región que se solapa con las proteínas estructurales E2 y E1, por el casete recodificado 
representado en SEQ ID NO: 65. 

 35 
10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho virus es el virus de la 
encefalitis transmitida por garrapatas y dicha etapa I) de la etapa de recodificación se realiza en la región genómica 
NS5, por el casete recodificado representado en SEQ ID NO: 66. 
 
11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho virus es el virus de la 40 
encefalitis japonesa y dicha etapa I) de la etapa de recodificación se realiza en el marco de lectura abierto (ORF) 
completo, desde el comienzo de PrM hasta el final de la región genómica NS5 por al menos un casete recodificado 
seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO: 67; SEQ ID NO: 68; SEQ ID NO: 69; SEQ ID NO: 70; SEQ ID 
NO: 71; y SEQ ID NO:72.  
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