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DESCRIPCION
Pestivirus mutante con mutaciones en el gen de nucleo y la region NS3

La presente invencion se refiere a pestivirus mutantes y a vacunas que contienen dichos virus. Los pestivirus causan
enfermedades econdmicamente importantes en los animales en todo el mundo. El género pestivirus, dentro de la
familia Flaviviridae, comprende al menos tres especies: virus de la diarrea virica bovina (VDVB), virus de la fiebre
porcina clasica (VFPC) y virus de la enfermedad de Borna (VEB) ovina. Se ha descrito la presencia de un cuarto
grupo separado de pestivirus que comprende cepas aisladas de ganado vacuno y ovejas, y ahora se acepta
generalmente para referirse a esta especie adicional como VDVB-2; por consiguiente, las cepas de VDVB clasico se
llaman VDVB-1.

El VFPC produce fiebre porcina clasica en cerdos. La fiebre porcina clasica es una enfermedad de los cerdos
altamente contagiosa y algunas veces mortal y puede producir considerables pérdidas econémicas.

Los animales pueden protegerse contra el VFPC por vacunacién; sin embargo, las vacunas vivas inactivadas o
modificadas convencionales tienen desventajas en lo referente a la seguridad, ademas de la eficacia. Por tanto,
deben desarrollarse tipos mejorados de vacunas.

El virus de la diarrea virica bovina (VDVB) es una causa de enfermedad congénita y entérica con un amplio intervalo
de manifestaciones clinicas. La enfermedad se describid por primera vez como una enfermedad transmisible de
ganado vacuno con una alta morbilidad y baja mortalidad. El ganado vacuno afectado mostré temperatura elevada,
diarrea y tos. La afeccion se llamé diarrea virica bovina. Hoy en dia, el VDVB se considera que es un patdégeno
importante de ganado vacuno con un impacto econémico mundial. El patrén clinico de infeccién por el VDVB dentro
de un rebafio y, por consiguiente, su impacto sobre la produccién, dependen de la interaccién de varios factores, que
incluyen la cepa del virus, edad del ganado vacuno, inmunidad en el rebafio e interaccion de factores estresantes.
VDVB-1 y VDVB-2 producen ambos infecciones agudas en ganado vacuno (diarrea, fiebre, sindrome hemorragico),
ademas de (si la infeccion se produce durante el embarazo) aborto, malformacién del feto e infeccion persistente de
los terneros.

El genoma de los pestivirus consiste en una Unica cadena de (+)ARN y contiene un Unico marco de lectura abierto
(ORF) grande, flanqueado por una 5' UTR y una 3' UTR. El ORF codifica una poliproteina precursora grande que da
lugar a 11 a 12 productos de escision. El ORF se procesa en las diversas proteinas viricas por proteasas celulares,
ademas de viricas. Las proteinas viricas en el ORF estan dispuestas en el orden: NH>-Npro-C-Erns-E1-E2-p7-NS2-
NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH. Los viriones de pestivirus consisten en cuatro proteinas estructurales, la
proteina de nucleo pequefia positivamente cargada (C), que se supone que junto con el genoma del ARN forma una
estructura de nucleocapside, y tres proteinas de la envuelta glicosiladas (Erns, E1, E2). La actividad neutralizante se
demostré predominantemente para anticuerpos especificos para E2.

Los requisitos minimos para la replicacion de pestivirus se investigaron, por ejemplo, creando genomas de pestivirus
defectuosos que carecian de secuencias génicas para las proteinas estructurales. Se encontré que los genomas de
VFPC defectuosos todavia se replicaban y podian encapsidarse en particulas viricas cuando se introdujeron en
células SK-6 junto con ARN de A187-CAT auxiliar (Moser y col., J. Virol., 7787-7794, 1999). Se habia descrito un
genoma de VDVB auténomamente replicante, pero defectuoso, que carecia de los genes que codifican C, Erns, E1,
E2, p7 y NS2 (Behrens y col., J. Virol., 72, 2364-2372, 1998). Los mutantes de delecion C y E1 complementados en
trans de otro pestivirus, VDVB, se describieron por Beer y col. en el documento W0O04/016794.

Para VFPC se ha demostrado que los mutantes muestran atenuacion virica. Por ejemplo, Risatti y col., Virology 364,
371-382, 2007, describe mutantes de VFPC con sustituciones en la regiéon E2 que mostraron un fenotipo atenuado.
Maurer y col., Vaccine, 23(25), 3318-28, 2005 también describen mutantes de E2 del VFPC que carecen de todo o
parte del gen E2 que mostrd proteccion parcial contra la exposicién letal a VFPC altamente virulento. Meyers y col.,
Journal of Virology, 73(12), 10224-10235, 1999, describen mutantes de VFPC con mutaciones en el gen que codifica
la proteina Erns que conducen a mutaciones. Los mutantes de delecion Erns complementados en trans de VFPC se
describieron por Wildjojoatmodjo y col., J. Virol., 74(7), 2973-80, 2000.

La presente invencion proporciona mutantes de pestivirus que tienen una delecién en el gen que codifica la proteina
de nucleo, haciendo que el virus no pueda expresar una proteina de nucleo funcional, en los que el virus se
caracteriza adicionalmente porque contiene una o mas mutaciones en el dominio del extremo C del dominio helicasa
de NS3 que compensan la falta de una proteina de nucleo funcional.

Preferentemente, el pestivirus mutante segun la presente invencioén es un virus de la fiebre porcina clasica (VFPC) o
un virus de la diarrea virica bovina (VDVB).

La mutacién en la regién del gen que codifica la proteina de nucleo es tal que no puede expresar proteina de nucleo
funcional. Esto puede lograrse delecionando el gen que codifica la proteina de ndcleo por completo o en parte.
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La secuencia sefial en el extremo C de la proteina de nicleo es esencial para otro procesamiento de la poliproteina
en la direccion 3'. Por tanto, en la delecién (de parte) del gen de nucleo debe tenerse cuidado de que se retengan las
secuencias sefial de translocalizacion para Emns.

La secuencia de translocalizacion es un estiramiento de 18 aminoécidos localizado entre los aminoacidos 250 y 267,
precediendo el sitio de escision antes del extremo N de la proteina Erns de VFPC (Ala-267/Glu-268). (Rimenapf y
col., J. Virol., 65(2), 589-597, 1991; Rimenapf y col., J. Virol., 67(6), 3288-3294, 1993). Para VDVB, el sitio de
escision antes del extremo N de la proteina Erns es Gly-270/Glu-271.

La longitud exacta de las secuencias necesarias para el procesamiento en la direccion 3' puede variar por cepa o
tipo de célula. Por ejemplo, para VFPC, la secuencia codificante de nucleo puede delecionarse del aminoacido 169-
248 (p619), fusionandose asi el extremo C de Npro hasta los aminoacidos del extremo C de la proteina de nucleo
que constituyen la sefial de translocalizacion para Erns (CPLWVTSC16s/LEKALLAWAVITILLYQPVAA267/ENIT).

Para VDVB, la secuencia codificante de nucleo puede delecionarse a partir del aminoacido 169-251, fusionandose
asi el extremo C de Npro hasta los aminoacidos del extremo C de la proteina de nucleo que constituyen la sefial de
translocalizacion para Erns de VDVB (CPLWVSSC16s/LEKALLAWAIIALVFFQVTMG27¢/ENIT).

La delecion de gran parte del gen de nicleo permitio la replicacion del ARN después de la transfeccién, pero no se
produjo progenie de virus infecciosos.

Con la presente invencién se ha encontrado que la ausencia de un gen que codifica una proteina de nucleo
funcional puede compensarse por mutaciones en la region NS3 del genoma virico.

La introduccion de estas mutaciones en una copia de ADNc de pestivirus en la que se delecioné el gen de nucleo
(como se ha descrito anteriormente) permitié la recuperacion de virus infecciosos.

Las mutaciones en la region NS3 se agrupan en el dominio del extremo C del dominio helicasa de NS3, mas
especificamente dentro de los 100 aminoacidos del dominio del extremo C.

Para VFPC se identificaron siete mutaciones independientes en el dominio del extremo C del dominio helicasa de la
region de la regién NS3 (aminoacidos 2160 - 2260).

Los virus de FPC mutantes preferidos segun la invencion tienen una o mas mutaciones en el dominio del extremo C
del dominio helicasa de NS3, seleccionados del grupo que consiste en Asnzi77Tyr, Gluzieo Gly, ProzigsThr/Ala,
GlIna1golys, ProgaooThr y AsnzaseAsp.

La introducciéon de la mutacion Asnzq77Tyr en el nicleo de VFPC A (p619) y la electroporaciéon del ARNc condujo a la
sorprendente liberacion de particulas de virus infecciosos viables. EI ARN genémico aparecié ligeramente reducido
en tamafo en andlisis de transferencia Northern5y particulas de virus concentradas no contuvieron proteina de
nucleo. Los titulos de virus alcanzaron hasta 5x10° uff/ml en células SK6 vy, por tanto, fueron aproximadamente 10
veces menores que los titulos de p447 wt. A continuacion, las otras mutaciones Gluziso Gly, ProzigsAla, Ginzigslys,
ProgsgeThr y AsnazseAsp se introdujeron en el nucleo de VFPC A (p619) dando lugar a p1033 (Alaziss), p1034
(Thrazo), p1035 (Lysz1s9), p1036 (Aspazss), p1037 (Glyz2160) Y p1038 (Aspazss). En todos los casos, el virus se recuperd
después de la electroporacion de los transcritos de SP6 respectivos, pero la viabilidad se diferencié
significativamente (analisis de curvas de crecimiento). El mas viable fue el genoma que contenia el intercambio
ASI’\2177TyF.

Por tanto, lo mas preferido es un VFPC mutante segun la invencién en el que la mutacién en el dominio del extremo
C del dominio helicasa de NS3 comprenda la mutacién Asnz177Tyr.

Para estudiar si estas mutaciones tienen un efecto aditivo se combinaron los mutantes de compensacién mas
fuertes. Para mutaciones dobles, Asnzi77Tyr se combind con Gluzieo Gly, ProzigsAla, Glnzigolys, ProzseThr y
Asny2s6Asp. Las mutaciones triples contuvieron Asnzq77Tyr, junto con ProzigsAla y ProgseeThr, ProzigsAla y Glngigelys,
Glngz1golys y ProgsgeThr y Gluziep Gly y Glnaigglys. Todas las combinaciones probadas mostraron una variabilidad
reducida en comparacion con las mutaciones individuales, que indican que la adicion de mutacion posibilitante
mejora NS3 en la compensacién del nicleo.

Aunque no fueron evidentes diferencias fisicas o fenotipicas para el VFPC wt parental, el nucleo de VFPC A fue
altamente atenuado en el huésped natural. Por tanto, los virus mutantes segun la invenciéon son adecuados para su
uso en vacunas para proteger cerdos contra infeccion por el VFPC.

Para VDVB se identificaron ocho mutaciones independientes en el dominio del extremo C del dominio helicasa de la
region de la regién NS3 (aminoacidos 2169 - 2269).

Los virus de DVB mutantes preferidos segun la invencion tienen una o mas mutaciones en el dominio del extremo C
del dominio helicasa de NS3, seleccionados del grupo que consiste en Gluzigolys, Leuz1goPro, ThraigiAla, Aspzigz
G|U, Pr02194Leu, Tyl'2204HiS, ASI’\2265TyF, Asn2265Asp.
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El mas preferido es un VDVB mutante segun la invencion en el que la mutacion en el dominio del extremo C del
dominio helicasa de NS3 comprende la mutacion Aspzig2 Glu, TyraosHis, Asnazes Tyr 0 AsnagesAsp.

La proteina de nucleo es evidentemente no esencial para la formacién de particulas infecciosas. Evidentemente, C
no se requiere para el ensamblaje de pestivirus, pero proporciona otras funciones. Su funcién es compensada por
mutaciones en el dominio helicasa de NS3. La secuencia exacta de los aminoacidos residuales de la proteina de
nicleo que cubren la sefial de translocalizacion (LEKALLAWAVITILLYQPVAAzs) para Ems de VFPC o
(LEKALLAWAIIALVFFQVTMG:270) para Erns de VDVB (englobando la secuencia la distancia entre el extremo C de
Npro y el extremo N de Erns) no se requiere para la formacién de particulas de virus infecciosas en tanto que se
mantenga la translocalizacion de Erns. La secuencia sefial de una glicoproteina sin relacionar puede sustituir
funcionalmente la secuencia auténtica. Es viable una construccion en la que los aminoacidos residuales del nucleo
han sido enteramente sustituidos por una sefial de translocalizacién CD46 del extremo N (CD46 solo sirve como un
ejemplo para una proteina celular translocalizada). Si se introdujo el dominio transmembrana de CD46 bovino
(SSGRSPGWLLLAPLLLLPTSSDA), el virus viable se recuperd alcanzando titulos de 2 x10* uff/ml.

La propagacion de pestivirus en ausencia del nucleo abre la oportunidad a una vacuna de marcador de pestivirus.
Puede esperarse que los anticuerpos dirigidos contra la proteina de nucleo estén presentes en los sueros de
animales que han vencido una infecciéon con pestivirus. El nicleo es inmunogénico y se expresa en cantidades
significativas.

Una vacuna que contiene particulas viricas infecciosas segun la invencién junto con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable es asimismo parte de la presente invencion.

EJEMPLOS:
Ejemplo 1: Construcciones de delecion de nticleo

Para probar la hipétesis de que las sustituciones en NS3 compensan una proteina de nucleo inutilizada, los cambios
de nucleétidos se introdujeron en un ADNc de VFPC infeccioso en que la secuencia codificante del nicleo (aa 169 -
248 (SDDGASG - KPPESRKKL) se delecioné (p619). Por tanto, el extremo C de Npro esta fusionado con los
aminoacidos del extremo C del nicleo que constituye la sefial de translocalizacion para Erns
(CPLWVTSC16s/LEKALLAWAVITILLYQPVAA67/ENIT). La delecion de la mayoria del gen de nudcleo permitio la
replicacion del ARN después de la transfeccion, pero no se produjo progenie de virus infeccioso. La introduccion de
la mutacion Asnzq77Tyr en el nicleo de VFPC Ay la electroporacion del ARN condujo a la sorprendente liberacion de
particulas de virus infecciosas viables. EI ARN genémico aparecié ligeramente reducido en tamario en el analisis de
transferencia Northern 5y particulas de virus concentradas no contuvieron proteina de nucleo. Los titulos de virus
alcanzaron hasta 5x10° uff/ml en células SK6 y, por tanto, fueron aproximadamente 10 veces menores que los titulos
de p447 wt. A continuacion, las otras mutaciones Gluziso Gly, ProzigsAla, Glnzigolys, ProseThr y AsnzassAsp se
introdujeron en el nacleo de VFPC A (p619) dando lugar a p1033 (Alazss), p1034 (Thrazgo), p1035 (Lys21sg), p1036
(Asp2zss), p1037 (Gly2160) Yy p1038 (Asp2zss). En todos los casos, el virus se recuperé después de la electroporacion
de los transcritos de SP6 respectivos, pero la viabilidad se diferencié significativamente. EI mas viable fue el genoma
que contenia el intercambio Asnz177Tyr (“VFPC 1017 Core A” mutante). LA proteina de nucleo es evidentemente no
esencial para la formacion de particulas infecciosas. Su funcion es compensada por mutaciones en el dominio
helicasa de NS3.

Para evaluar si la compensacion de un nucleo ausente por mutaciones en NS3 también se aplica a VDVB, la
secuencia codificante del nucleo del clon de ADNc de VDVB NCP7 (numero de acceso GeneBank AF220247) se
eliminé por PCR en un subclon que contenia el fragmento Xhol/Bglll (nt 222 - 2335) usando cebadores BVT86
(GCAGCTTGAAACCCATAGGGGGCAG) y Core268 (CTAGAGAAAGCCCTATTGGCCTG). La delecion se verifico
por secuenciacion y se introdujo en el clon de ADNc de longitud completa por ligaciéon de un fragmento Xhol/Ncol (nt
222 - 4671). El plasmido de longitud completa resultante que carece de nucleo (p1026) codificd el N precedente a
la secuencia sefial para E™ analoga al ntcleo de VFPC A (p619). Los transcritos de p1026 fueron replicativos en
células MDBK, pero no se observé virus infeccioso. La introduccion de sustituciones ProzigsAla, ProgseeTyr y
AsnzzssAsp en NCP7AC permitio el rescate de titulos de virus infecciosos de aproximadamente 10° uff/ml cuando se
titularon en células MDBK. Un NCP7AC modificado que se manipulé para la propagacién en células SK6 porcinas
revel6 la compensacion del nacleo en TyrazosHis, Asnaoss Tyr, AsnzzesAsp, Prozigsleu, Glngqgslys y LeuziggPro. NCP7
que carece de V|rus de la proteina de nucleo se rescaté de células SK6 con titulos significativos (Asnages Tyr: 3,3x10°,
TyraoosHis: 2x10* y Asparg2 Glu: 1,5x10* uff/ml).

Basandose en una copia infecciosa de VDVB C86, un virus VDVB de tipo 1 regular que crecia bien en células
MDBK, se gener6 un mutante de delecién del nucleo como se ha descrlto anteriormente y se introdujo el analogo de
mutacion para Asn2265Asp (Asn2433Asp). El virus con un titulo de 5x10* uff se recuperé después de la transfeccion
en células SK®6.

La proteina de nucleo derivada del dominio transmembrana puede sustituirse funcionalmente con una
secuencia celular huésped
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Para excluir una importancia funcional de los aminoacidos residuales que cubren la sefial de translocalizacién
(LEKALLAWAVITILLYQPVAAss) para Erns, la secuencia que engloba la distancia entre el extremo C de Npro y el
extremo N de Erns se sustituyé en el nucleo de VFPC A n2177v (p1017) con el dominio transmembrana de CD46
bovino (SSGRSPGWLLLAPLLLLPTSSDA). Los transcritos de SP6 de los ADNc respectivos (p1246) se
transfectaron en células SK6. El virus viable se recuperé alcanzando titulos de 2 x10* uff/ml.

Material y procedimientos

Células y virus

Las células SK6 se propagaron en placas de plastico en DMEM que contenian 10% de suero bovino fetal y
aminoacidos no esenciales en una estufa de incubacion con 5% de CO.. Las células se fraccionaron cada tres dias.
Todos los virus VFPC se derivan de la cepa de VFPC no cp Alfort-p447 (Gallei y col., J. Virol., 79(4), 2440-2448,
2005).

Electroporacion:

2 ug del transcrito SP6 se electroporaron en 5x10° células SK6. Para este fin, células SK6 (confluencia del 90%) se
tripsinaron, se lavaron dos veces en PBS (Ca++ y Mg++) mezclado con el transcrito en un volumen total de 310 ul y
se sometieron a electroporacion (Biorad Genepulser, 0,18 KV y 0,95 yFd) en cubetas con una rendija de 2 mm. Las
células se recuperaron de la cubeta y se sembraron en placas de plastico de 35 mm en DMEM complementado con
10% de suero bovino fetal.

Preparacién de ARN y sintesis de ADNc:

Células SK6 infectadas con virus rescatados se lavaron y el ARN se preparé usando el kit Rneasy (Quiagen) como
se recomendo por el fabricante. 2 uyg de ARN se sometieron a transcripcion inversa usando diferentes cebadores
dependiendo de la localizaciéon real de interés. La PCR se realizé con cebadores adecuados y se subclonaron en el
vector pGEM-T (Promega).

Ejemplo 2: Experimento en animales

Se llevé a cabo un experimento en animales con el fin de caracterizar la virulencia del mutante del virus de la fiebre
porcina clasica (VFPC) “VFPC 1017 Core A” bajo condiciones experimentales.

Objetivo:
El objetivo principal de este experimento fue investigar si el mutante de VFPC “VFPC 1017 Core A” muestra
atenuacion en comparacién con la cepa parental “VFPC Alfort p447”. El uso de cerdos centinela permitié investigar

en lineas generales la liberacion y la transmision del virus.

Como se demostro la atenuacion, los cerdos restantes se expusieron el 2 de enero a la cepa de VFPC altamente
patdégena Koslov.

Experimento en animales:

Parte 1 - Infeccion

Se compraron seis cerdos destetados de una granja de cerdos comercial el 16 de octubre de 2006 y se dispusieron
en la unidad de alta contencion del Instituto de virologia. Los animales se dividieron al azar en dos grupos de tres
cerdos cada uno. Todos los animales se marcaron individualmente con numeros y marcas en las orejas.

Los dos grupos (grupo 1: animales con numeros 75-77; grupo 2: animales con nimeros 78-80) se mantuvieron bajo
condiciones de alta contencién (presion del aire negativa de 100 Pa) en establos separados sin ningun contacto
entre si durante todo el experimento. Los animales se alimentaron una vez al dia. Se suministr6 agua a voluntad.
Los animales estaban clinicamente sanos al principio del ensayo.

Antes de empezar el experimento se recogieron muestras de sangre de todos los animales y se investigaron para la
presencia de anticuerpos neutralizantes para pestivirus (VFPC, virus de la enfermedad de Borna (VEB) y virus de la
diarrea virica bovina (VDVB) por ensayos de neutralizacion.

Después de un periodo de adaptacion al nuevo entorno, dos cerdos de cada grupo se infectaron intramuscularmente
con aprox. 10’ TCIDso de VFPCio17 (grupo 1) y VFPC Alfort p447 (grupo 2), respectivamente. Los cerdos centinela
(uno por grupo) se sacaron de los grupos durante al menos 12 h después de la inoculacion. Después de este
periodo se pusieron de nuevo en los grupos respectivos.
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Los animales de ambos grupos se monitorizaron diariamente para sintomas clinicos y temperatura corporal. Las
temperaturas corporales que superaron 40°C se registraron como fiebre. Durante el transcurso del experimento, los
animales que mostraron sintomas clinicos que ya no eran tolerables por motivos de bienestar animal se sacrificaron.
Se realizaron las autopsias de todos los animales y se registraron.

Se tomaron muestras de sangre (sangre nativa y sangre anticoagulada con EDTA) de todos los animales en los dias
0,2, 4,7,10, 14, 21 y 28 después de la infeccién. Se tomaron muestras adicionales en el dia de la eutanasia. Las
muestras de sangre nativas se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 min a temperatura ambiente (Labofuge 400R,
Heraeus, Alemania) para obtener suero. Entonces, el suero se dividié en alicuotas adecuadas de 0,5 a 2 ml y se
guardé a -80°C hasta la posterior prueba.

Parte |l - Exposiciéon

Los cerdos que quedaron después de la parte de infeccidn (parte |) se expusieron intranasalmente (71° dia después
de la infeccion) a 10*° de TCIDso de la cepa de VFPC altamente patogena Koslov. Se tomaron muestras de sangre
en los dias 0, 3, 6 después de la exposicion y en el dia de la eutanasia del cerdo respectivo.

Examenes de laboratorio

Recuentos de leucocitos

Se contaron manualmente los leucocitos de sangre en EDTA usando la camara de recuento segun Neubauer
(mejorada) después de la lisis de eritrocitos con acido acético (2%). La sangre en EDTA se extrajo en una pipeta de
dilucién de sangre segun Thoma hasta la marca de 0,5. Entonces se afiadio acido acético (2%) hasta la marca 11y
la dilucién de muestra se agité suavemente durante aprox. 60 s. Después de cargar la dilucién en una camara de
recuento, los leucocitos se contaron en los campos de recuento de leucocitos bajo microscopio 6ptico. El valor
correcto se calculd segun las especificaciones de la camara. Los valores inferiores a 10 g/l se registraron como
leucopenia.

Los recuentos de leucocitos se realizaron en los dias 0, 2, 4, 7, 10, 14, 21 y 28 después de la infeccion.

Ensayo de neutralizacidon de anticuerpo ligado a peroxidasa

Los ensayos de neutralizacion de anticuerpo ligado a peroxidasa (NPLA) se realizaron segun el “Manual de
diagnéstico” de la Comision europea (Decision de la comision 2002/106 de 1 de febrero de 2002) y la parte técnica
adjunta utilizando los siguientes virus para la deteccion de anticuerpos contra el VFPC y VDVB/pestivirus,
respectivamente:

VDVB NADL

Cepa de referencia VFPC “Alfort 187 (FPC 902)
VFPC Alfort p447 (la cepa parental)

VFPC Koslov (cepa de exposicion)

VFPC Diepholz (FPC0104)

Los NPLA para la deteccion de anticuerpos contra el VDVB se llevaron a cabo en células de rifion de ternero fetal
primarias, mientras que los NPLA para la deteccién de anticuerpos contra el VFPC se llevaron a cabo en células de
rifidn porcino permanentes (SK 6). Los titulos de anticuerpos se expresan como la inversa de la mayor dilucién en
suero inicial que previno la replicacién del virus en el 50% de dos pocillos duplicados. Estas diluciones de
neutralizacion del 50% (DNso) se calcularon usando el procedimiento de KARBER.

Los NPLA para la deteccion de anticuerpos contra el VFPC se llevaron a cabo en los dias 0, 10, 14, 21 y 28 dias
después de la infeccién (VFPC Alfort p447 y FPC0902). Adicionalmente se investigaron muestras tomadas en los
dias 0, 3 y 6 después de la exposicion, y en los dias de la eutanasia (VFPC Alfort p447 y FPC0902). Las muestras
tomadas después de la exposicién se sometieron a un NPLA usando VFPC Koslov y también FPC0104. Los NPLA
para la deteccidn de anticuerpos neutralizantes contra el VDVB se realizaron antes de empezar el experimento.

Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) de anticuerpos

Ademas de los NPLA, las muestras de suero recogidas en los dias 0, 14, 21 y 28 después de la infeccién y de los
dias de eutanasia se sometieron a un enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) de anticuerpos comercialmente
disponible para la deteccion de anticuerpos dirigidos contra el VFPC. Todas las pruebas se realizaron exactamente
como se describe en las instrucciones del fabricante.

Se uso6 el siguiente kit de prueba de ELISA:
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HerdChek CSFV, Idexx Laboratories, Worrstadt, Alemania

Aislamiento de virus

El aislamiento de virus de preparaciones de leucocitos se realiz6 durante dos pases en lineas celulares de rifion
porcino permanente SK6 y Rie 5-1 segun el Manual de diagnéstico de la EU (Decision de la comisién 2002/106/CE).
El marcado inmune indirecto se hizo con el anticuerpo monoclonal especifico para pestivirus BVD/C16 (Peters y col.,
1986) y un conjugado ligado a peroxidasa especifico para especie comercial (RAMPO, Dako).

ELISA de antigeno

Ademas del aislamiento de virus, un enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) de antigeno comercialmente
disponible se realizd6 exactamente como se describe en las instrucciones del fabricante. Las muestras tomadas en
los dias 0, 4, 7 y 10 se sometieron a analisis.
Se uso el siguiente kit de prueba de ELISA:

CHEKIT HCV-Antigen, antiguo Dr. Bommeli AG, Liebefeld-Bern, Suiza
Resultados

Parte | - Infeccion

Signos clinicos y temperatura (véase la Figura 1)

Durante la parte de infeccién del experimento, sélo el animal 76 mostrd una ligera fiebre en el dia ocho después de
la infeccion (40,1°C). Las temperaturas subfebriles de 40,0°C se registraron para los animales 75 y 76 en el dia 14
después de la infeccion.

A diferencia, todos los animales del grupo 2 desarrollaron fiebre. El animal 78 mostr6 temperaturas febriles en los
dias ocho y nueve después de la infeccion, y del dia 13 después de la infeccidn hasta el final del experimento en el
dia 28. El animal 79 mostro fiebre en el dia 9 después de la infeccién, y del dia 14 hasta el final del experimento. Las
temperaturas febriles se registraron para el animal 80 en los dias siete, nueve, diez y desde el dia 13 hasta el dia 20
después de la infeccion. En el dia 21, el animal 80 mostré una temperatura corporal de 35,6°C.

Aunque los animales del grupo 1 (75-77) no desarrollaron ningun signo clinico indicativo de una infeccion por VFPC
durante la primera parte del experimento, todos los animales del grupo 2 (78-80) desarrollaron sintomas clinicos
distintos. La gravedad de los signos clinicos varié entre los animales. El animal 76 se sacrificé sin relacionar con la
infeccion de FPC en el dia 44 después de la infeccion debido a cojera grave.

Durante el transcurso del experimento, el animal 78 desarrollé diarrea grave, conjuntivitis, anorexia, lesiones de la
piel y ataxia. El animal se sacrifico en el dia 28 después de la infeccion. El animal 79 sélo desarrollé ligeros sintomas
no caracteristicos que incluyeron apetito reducido y una ligera diarrea. El animal se sacrificé en el dia 28 después de
la infeccion. El animal 80 desarrolld sintomas graves que incluyeron signos gastrointestinales y respiratorios,
anorexia, matidez y lesiones de la piel. El animal se sacrificé moribundo en el dia 21 después de la infeccion.

Recuentos de leucocitos (Figura 2)

En general, los animales del grupo 1 no mostraron leucopenia. Sin embargo, los animales 75y 77 mostraron valores
inferiores 10 g/l en el dia 20 después de la infeccidn. En el mismo dia, el animal 76 sélo mostré 10,3 g/l.

Todos los animales del grupo 2 desarrollaron una leucopenia grave tras la infeccion por VFPC Alfort p447. En el
animal 78, la leucopenia empezo en el dia 4 después de la infeccidn, y sélo se registraron 0,45 g/l en el dia de la
eutanasia. El cerdo centinela 79 mostro valores leucopénicos en los dias 21 y 28 después de la infeccién, y un valor
limite de 10,6 g/l ya en el dia 14 después de la infeccion. El animal 80 mostrd leucopenia grave empezando en el dia
4 después de la infeccién. El valor terminal fue 1,4 g/l en el dia 21 después de la infeccion.

Patologia
Los animales del grupo 1 no se sacrificaron durante la parte de infeccion del experimento.

Los animales del grupo 2 mostraron signos patologicos variables. El animal 78 mostré dermatitis difusa, ganglios
linfaticos hinchados y hemorragicos en el intestino y el tracto respiratorio, atrofia del timo, bronconeumonia, gastritis
ulcerativa, enteritis catarral, pielonefritis y sangrados petequiales en la corteza de los rifiones. El animal 79 mostré
una ligera atrofia del timo, ganglios linfaticos ligeramente hinchados en el intestino y el tracto respiratorio, neumonia
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(I6bulos craneales), gastritis ulcerativa, enteritis catarral grave y cistitis. EI animal 80 mostré sangrados petequiales
del cutis y subcutis (acra, abdomen), ganglios linfaticos profundamente alargados, edematosos y hemorragicos
(sistémicos), atrofia del timo grave, sangrados petequiales en las meninges, bazo, epiglotis, traquea, estébmago,
pared intestinal, valvula ileocecal, vejiga, higado, vesicula biliar y los rifiones. Ademas, el animal 80 mostré una
neumonia catarral-purulenta, hemorragias extensivas bajo el endocardio y dentro del musculo del corazén, gastritis
hemorragica grave, estrefiimiento y una grave nefritis intestinal.

Deteccion de anticuerpos

Ensayo de neutralizacién de anticuerpo ligado a peroxidasa (NPLA)

Todos los animales fueron negativos para anticuerpos contra el VDVB/pestivirus antes del experimento. Todas las
muestras tomadas en el dia 0 dieron resultados negativos (DNsg <5) con las dos cepas de VFPC usadas en NPLA
(FPCO0902 y Alfort p447).

Usando la cepa de VFPC Alfort p447, los animales del grupo 1 mostraron resultados positivos empezando en el dia
14 después de la infeccion (animal 75). En detalle, el animal 75 mostré un titulo de anticuerpos de DNso 7,5 en el dia
14 después de la infeccidon que aumentd después a DNsp 316. El animal 76 mostré resultados positivos en los dias
21 y 28 después de la infecciéon alcanzando un titulo de anticuerpos de DNsp 158,5. El animal centinela 77 no
desarrollé ningun titulo de anticuerpos.

Usando FPC0902, sélo el animal 76 mostré un bajo titulo de anticuerpos de DNsg 7,5 en el dia 28 después de la
infeccion. Los animales del grupo 2 siguieron siendo negativos (NDsg <5) para anticuerpos contra el VFPC en todo
los NPLA realizados durante todo el experimento.

Enzimoinmunoanalisis de adsorcion de anticuerpos (Ab-ELISA)

Aunque el animal 75 mostré un primer resultado dudoso en el dia 21 después de la infeccion y fue positivo en el dia
28 después de la infeccion, el animal 76 mostré un resultado dudoso en el dia 14 después de la infeccion y
resultados positivos en los dias 21 y 28 después de la infeccion. El animal 77 siguié siendo negativo.

Los animales 78 y 79 mostraron resultados negativos durante todo el ensayo, mientras que el animal 80 mostré un
resultado dudoso en el dia de la eutanasia (21 dias después de la infeccion).

Aislamiento de virus

Los animales del grupo 1 mostraron resultados negativos durante toda la parte de infeccién del ensayo en tanto las
células SK6 como Rie 5-1.

El animal 78 mostré resultados positivos en los dias cuatro, siete, diez (investigado sélo en las células SK6) y 14
después de la infeccion en células SK6 y Rie 5-1, respectivamente. Ademas, se logré un resultado positivo para este
cerdo en el dia dos después de la infeccion en células Rie 5-1. El cerdo centinela, animal 79, siguié siendo negativo
en ambas lineas celulares. En células SK 6, el animal 80 mostré resultados positivos en los dias siete, diez y 14
después de la infeccion. También se encontraron resultados positivos en células Rie 5-1 en los dias siete y 14 (el dia
diez no se probé debido a la falta de material de muestra).

Enzimoinmunoanalisis de adsorcion de antigeno (Ag-ELISA)

El Ag-ELISA sigui6 siendo negativo para todos los animales del grupo 1 y para los animales 78 y 79 del grupo 2.
Sélo el animal 80 mostrd un resultado positivo en el dia 10 después de la infeccion.

Parte Il - Exposiciéon

Signos clinicos y temperatura corporal

Los cerdos que quedaron después de la parte de infeccidon, animales 75 y 77, se expusieron a la cepa de VFPC
altamente patdgena Koslov en el dia 71 después de la infeccion.

El animal 75 no desarrollé temperaturas febriles ni ningun signo clinico tras la exposicion a infeccién y se sacrificé en
el dia 16 después de la exposicion.

El animal 77 desarroll6 fiebre en el dia tres después de la exposicion que persistié hasta la eutanasia. El animal se
sacrificd moribundo en el dia ocho después de la exposicién que muestra graves sintomas neurolégicos.

Patologia
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Antes de la exposicion, el animal 76 se sacrificd debido a cojera grave. Este animal no mostré ninguna lesion
patologica indicativa de FPC. Solo mostré una ligera neumonia de los Iobulos craneales. Ademas de una ligera
neumonia de los Iébulos craneales y una ligera gastritis ulcerativa, el animal 75 no mostré signos patoldgicos. El
animal 77 mostré ganglios linfaticos hinchados parcialmente hemorragicos, neumonia catarral, ascitis, gastritis
ulcerativa ligera, congestiones hepaticas, edema de la vesicula biliar y nefritis intestinal.

Detecciéon de anticuerpos

Después de la infeccién por exposicion, el animal 75 mostré un titulo de anticuerpos contra el virus de exposicion de
DNso 160 (dia 16 después de la exposicion) y un titulo de >640 contra FPC0104. El animal 77 siguié siendo
negativo.

Resumen y conclusiones

El mutante de VFPC “VFPC 1017 Core A” mostré practicamente atenuacion completa en comparacion con la
cepa parental “VFPC Alfort p447”

A diferencia de los animales del grupo 2, no pudo detectarse virus en el aislamiento de virus en diferentes
lineas celulares para animales del grupo 1.

Excepto para el cerdo centinela, los animales del grupo 1 desarrollaron anticuerpos neutralizantes tras la
infeccion con VFPC 1017 Core A.

El cerdo centinela del grupo 1 no mostré ningun resultado positivo tanto en la deteccion de anticuerpos como
de antigeno. Por tanto, la liberacion y la transmisién del mutante del virus es lo méas improbable.

La ausencia de signos clinicos tras la infeccion por exposicion a una cepa de VFPC altamente patdgena
demostré proteccion completa del animal previamente infectado con VFPC 1017 Core A.

El cerdo centinela mostré un desarrollo de FPC aguda-letal tras la infeccién por exposicion con VFPC Koslov
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REIVINDICACIONES

1. Pestivirus mutante, caracterizado porque el virus tiene una mutacién en el gen que codifica la proteina de
nucleo, haciendo que el virus no pueda expresar una proteina de nucleo funcional, caracterizandose el virus
adicionalmente porque contiene una o mas mutaciones en el dominio del extremo C del dominio helicasa de NS3
gque compensan la falta de una proteina de nucleo funcional.

2. Pestivirus mutante segun la reivindicacién 1, caracterizado por que el pestivirus es virus de la fiebre
porcina clasica (VFPC).

3. VFPC mutante segun la reivindicacion 2, caracterizado por que la mutacién en el dominio del extremo C
del dominio helicasa de NS3 se selecciona del grupo que consiste en Asnzi77Tyr, Gluzieo Gly, ProzigsThr/Ala,
GlIna1golys, ProgaooThr y AsngassAsp.

4. VFPC mutante segun la reivindicacion 2 6 3, caracterizado por que la mutacién en el dominio del extremo
C del dominio helicasa de NS3 comprende la mutacién Asnzi77Tyr.

5. Pestivirus mutante segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el pestivirus es virus de la diarrea
virica bovina (VDVB).

6. VDVB mutante segun la reivindicaciéon 5, caracterizado por que la mutacion en el dominio del extremo C
del dominio helicasa de NS3 se selecciona del grupo que consiste en Gluzigslys, Leuz1g0Pro, ThraigiAla, Aspzie2 Glu,
Pr021g4Leu, Tyr2204His, ASI’\2265TyF, Asn2265ASp.

7. VDVB mutante segun la reivindicacién 5 6 6, caracterizado por que la mutacién en el dominio del extremo
C del dominio helicasa de NS3 comprende la mutacion Aspz1g2 Glu, Tyrzzo4His, Asnazes Tyr, 0 AsnagesAsp.

8. Una vacuna caracterizada por que comprende un pestivirus mutante segun cualquiera de las
reivindicaciones precedentes y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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