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DESCRIPCION
Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino de tipo 1 norteamericano recombinante y métodos de uso
Campo técnico

Esta solicitud se refiere al campo de la virologia molecular, y mas particularmente a la construccion de acidos
nucleicos recombinantes que codifican el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV).

Antecedentes

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es la enfermedad econémicamente mas importante de los
cerdos a nivel mundial. Se caracteriza por insuficiencia reproductiva a largo plazo en cerdas, y neumonia grave en
cerdos neonatales. El virus del PRRS (PRRSV) consiste en dos genotipos principales, el genotipo europeo (Tipo 1) y
el genotipo norteamericano (Tipo 2), cada uno localizado en otro tiempo en continentes diferentes. Mas
recientemente, se han identificado aislados del PRRSV del Tipo 1 (Tipo 1 norteamericano) en porquerizos de los
Estados Unidos de América. Este grupo de virus posee caracteristicas antigénicas y genéticas Unicas que son
distintas del PRRSV de tipo norteamericano y europeo tipico. Se ha identificado una supresion Unica de 51 pb en la
region inmunodominante del Nsp2. El agente etiolégico de PRRS es un virus pequefio con cubierta, que contiene un
genoma de ARN monocatenario positivo. PRRSV pertenece a la familia Arteriviridae, que incluye el virus de la artritis
equina (EAV), el virus que aumenta la lactato deshidrogenasa (LDV), y el virus de la fiebre hemorragica de los
simios (SHFV) (Snijder y Meulenberg, 1998). Las comparaciones de las secuencias nucleotidicas mostraron que
PRRSV se puede dividir en genotipos europeo (Tipo 1) y norteamericano (Tipo 2) distintos (Allende et al., 1999;
Nelson et al., 1999).

El genoma del PRRSV tiene una longitud de alrededor de 15 kb, y contiene nueve marcos de lectura abiertos. El
extremo 3' del genoma codifica cuatro glucoproteinas asociadas a la membrana (GP2a, GP3, GP4 y GP5;
codificadas por ARNm subgendémicos 2-5), dos proteinas de membrana no glucosiladas (E y M; codificadas por
ARNmM subgendmicos 2 y 6) y una proteina de la nucleocapside (N; codificada por ARNm subgendmico 7) (Bautista
et al.,, 1996; Mardassi et al., 1996; Mcng et al., 1996; Meulenberg &dcn Besten, 1996; Meulenberg et al., 1995;
Mounir et al., 1995; Wu et al., 2001, 2005). Los genes asociados a replicasas, ORFla y ORF1b, situados en el
extremo 5’ del genoma, representan casi el 75% del genoma virico. Se predice que la proteina pplab codificada por
ORF1ab es escindida en 12 sitios para formar 13 productos: nspla, nspl1f, y nsp2 a nspl2 (Allende et al., 1999; den
Boon et al., 1995; Nelson et al., 1999; Snijder y Meulenberg, 1998).

Actualmente existen vacunas atenuadas vivas modificadas frente a PRRSV para la reduccion de la enfermedad
clinica asociada con PRRSV (Boehringer-Ingelheim Animal Health, Inc.). Sin embargo, no se pueden distinguir
serolégicamente entre cerdos que se han recuperado de una infeccion natural y aquellos que se han vacunado. Una
vacuna genéticamente marcada permitiria la diferenciacion entre cerdos vacunados e infectados naturalmente, lo
gue se necesita para programas de control y erradicacion de PRRSV.

Sumario

A titulo de descripcién general, se describe un virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino recombinante
(PRRSV) que incluye una o mas mutaciones en el marco de lectura abierto (ORF) la, siendo las mutaciones tales
que el PRRSV recombinante no produce al menos un polipéptido funcional que corresponde a ORFla. La mutacién
puede ser una supresion. Una supresion puede estar en la region nsp2, y puede incluir el epitopo ES4. En una
realizacion, la supresion incluye los aminoacidos 736-790 de ORFla. La mutacién puede incluir una insercion de una
secuencia de ADN heterdloga. Una insercion puede estar entre los aminoacidos 733 y 734 de ORFla. La insercién
puede incluir la proteina fluorescente verde (GFP).

Se describe una vacuna que incluye un mutante de PRRSV que tiene una mutacién en ORFla, siendo la mutacién
tal que dicho mutante de PRRSV no produce un polipéptido de ORFla funcional, y la vacuna incluye un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La mutacién puede incluir una supresién en la regién nsp2, tal como una supresion de
aminoacidos 736-790 en la region nsp2. La mutacion puede incluir una insercion de una secuencia de ADN
heterdloga. La insercion puede estar entre los aminoacidos 733 y 734 en la region nsp2.

Se describe un kit que incluye una vacuna que incluye un mutante de PRRSV que tiene una mutacién en ORFla,
siendo la mutacion tal que dicho mutante de PRRSV no produce un polipéptido de ORFla funcional, incluyendo la
mutacién una insercion de una secuencia de ADN heter6loga, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El kit
incluye ademas uno o mas primeros polipéptidos codificados por la secuencia de ADN heteréloga, y uno o mas
segundos polipéptidos codificados por ORFla funcional. La mutacion en la vacuna de PRRSV puede ser una
supresion en la regién nsp2, tal como en un epitopo ES4, y el uno o mas primeros polipéptidos incluyen GFP y el
uno o mas segundos polipéptidos incluyen el epitopo ES4.

Se proporciona un método para diferenciar un animal vacunado con una vacuna marcadora de PRRSV de un animal
infectado naturalmente con PRRSV, en el que la vacuna marcadora de PRRSV comprende un PRRSV recombinante
gue incluye una mutacion de inserciéon y una mutacion de supresion. El método incluye las etapas de proporcionar
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una primera proteina de PRRSV recombinante que incluye la mutaciéon de insercién, proporcionar una segunda
proteina de PRRSV recombinante que incluye la mutacion de supresién, incubar una muestra sérica procedente del
animal con las proteinas de PRRSV recombinantes primera y segunda, y detectar la unién de anticuerpos en la
muestra con las proteinas de PRRSV recombinantes primera y segunda. La unién de anticuerpos en la muestra con
la primera proteina de PRRSV recombinante es indicativa de un animal vacunado, y la unién de anticuerpos en la
muestra con la segunda proteina de PRRSV recombinante es indicativa de un animal infectado naturalmente. La
primera proteina de PRRSV recombinante puede incluir una insercion de GFP, y la segunda proteina de PRRSV
recombinante puede incluir una supresion de ES4.

Frente a este antecedente, la invencién se refiere a los siguientes aspectos:

1. Una vacuna frente al virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino de Tipo 1 norteamericano
(USIPRRSV), que comprende una secuencia de acido nucleico recombinante de SEC ID NO: 43.

2. Un método para diferenciar un animal infectado naturalmente con un virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino de Tipo 1 norteamericano (US1 PRRSV) de un animal vacunado con una vacuna
marcadora de US1 PRRSV, en el que dicha vacuna marcadora comprende un US1 PRRSV recombinante en
el que se ha insertado un antigeno extrafio (marcador positivo) y en el que se ha suprimido un epitopo
inmundgeno (marcador negativo), comprendiendo el método de diferenciacion:

incubar una muestra sérica procedente del animal con una primera proteina de PRRSV recombinante
que contiene el marcador positivo, y con una segunda proteina de PRRSV recombinante que carece
del epitopo inmundgeno (marcador negativo), y

detectar la unién de anticuerpos en la muestra con las proteinas de PRRSV primera y segunda, en el
gue la unién de anticuerpos a la proteina que contiene el marcador positivo es indicativa de un animal
vacunado, mientras que la unién de anticuerpos a la proteina que contiene el marcador negativo es
indicativa de un animal infectado naturalmente.

En una realizacion preferida, la vacuna marcadora es la vacuna de (1).
Breve descripcion de los dibujos
La FIG. 1 es una representacion esquematica del genoma de PRRSV y la estrategia de clonacién.

Las FIGS. 2A-2F representan el resultado de ensayos de inmunofluorescencia llevados a cabo para investigar la
infecciosidad del clon infeccioso pSD01-08.

La FIG. 3 es una grafica que muestra la cinética de crecimiento de virus clonado, virus progenitor, y virus que
expresa GFP.

La FIG. 4 representa patrones de fragmentos de endonucleasas de restricciéon de los productos de RT-PCR del virus
clonado y progenitor SD01-08.

Las FIGS. 5A y 5B son gréaficas que muestran la caracterizacion in vivo de virus clonados.

Las FIGS. 6A-6C representan los resultados de ensayos de inmunofluorescencia llevados a cabo para investigar
PRRSV que expresa GFP.

La FIG. 7 es una representacion esquematica del constructo pSD01-08-GFP.

La FIG. 8 es una representacion esquematica del constructo pSD01-08-GFP/AESA4.

La FIG. 9 es una grafica que muestra la cinética de crecimiento de los virus marcadores de GFP/AESA4.

La FIG. 10 representa la morfologia de placas de virus marcadores de GFP/AES4 y virus progenitores.

La FIG. 11 representa la estabilidad de la expresién de GFP.

La FIG. 12 representa una comparacion del gen de GFP de tipo salvaje con un gen de GFP mutado en Arg-97.
La FIG. 13 es una gréafica que representa caracteristicas in vivo del gen marcador de GFP/AES4.

Las FIGS. 14A-14C son gréaficas que representan propiedades viroldégicas e inmunolégicas del virus marcador de
GFP/AESA4.

Las FIGS. 15A-15C representan resultados de ELISA a base de GFP y del epitopo ES4.
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Descripcion detallada

Se desarrollé un clon de ADNc de longitud completa, SD01-08, de un aislado de PRRSV de Tipo 1 norteamericano.
Cuando se compara con el virus de Lelystad, SD01-08 comparte una identidad del 94,1% a nivel nucleotidico
(nimero de acceso de GenBank DQ489311). Una distincién importante entre SD01-08 y LV es las propiedades de
crecimiento en PAMs y células de rifion de mono. Los resultados dados a conocer por Meulenberg et al (15)
mostraron que los virus de LV de tipo salvaje y clonados crecieron bien en PAMs, pero hasta niveles bajos en la
estirpe celular derivada de MA-104, CL2621. SD01-08 progenitor y clonado crecieron igualmente bien en PAMs y
células MARC-145, otra estirpe celular derivada de MA-104. El titulo de los virus clonados de SD01-08 alcanz6 un
pico a 48 hpi, mientras que los virus clonados de LV crecieron hasta titulos bajos y no alcanzaron ningin pico
incluso a 96 hpi. Por lo tanto, el clon infeccioso de SD01-08 se replica bien en la estirpe celular continua. Otra
diferencia entre LV y SD01-08 es en el nivel de virulencia. En PAMSs, el virus clonado de LV alcanzé titulos elevados
a 10"* a 10"° TCIDso/ml, y alcanzé un pico a alrededor de 32 hpi. El virus clonado de SD01-08 alcanzé el mismo
titulo que su virus progenitor en PAMs, pero sus titulos fueron ambos menores que los de LV, alcanzando sélo
alrededor de 10" TCIDso/ml, y alcanzaron mas tarde el pico, a alrededor de 72 hpi. Este resultado sugiere que el
virus clonado de SD01-08 es menos virulento que el virus clonado de LV. Esta conclusiéon estd apoyada por
observaciones de campo y un estudio experimental de exposicion de los animales. SD01-08 no provocé signos
clinicos significativos, y sélo se observaron lesiones patoldgicas leves en los cerdos infectados experimentales. Por
el contrario, se informo que LV provoca problemas respiratorios importantes en cerdos y abortos en cerdas (34).

Una de las aplicaciones principales del clon infeccioso es su uso como columna vertebral virica para construir
vacunas manipuladas genéticamente mediante ingenieria. Las actuales vacunas de PRRSV en los Estados Unidos
de América se dirigen principalmente a los aislados de Tipo 2 norteamericano. La aparicion del PRRSV Tipo 1
norteamericano requiere que las vacunas sean eficaces para ambos genotipos de PRRSV. Un requisito esencial
para cualquier vacuna de virus vivo es que sea de baja virulencia, y que no induzca manifestaciones en la
enfermedad, o las induzca como mucho de forma muy débil. El virus progenitor, SD01-08, se aisl6 de un grupo de
cerdos que no muestran signos clinicos. Los estudios de patogénesis confirmaron que SD01-08 posee propiedades
de baja virulencia en la fase aguda de la enfermedad, lo que sugiere que el clon infeccioso pSD01-08 es una cepa
potencial poco virulenta y adecuada para la construccion de vacunas.

Una de las etapas claves en el desarrollo de vacunas es la inclusion de marcadores para la diferenciacion
diagndstica de animales vacunados de aquellos que estan infectados naturalmente con el virus de tipo salvaje. Las
vacunas marcadoras son importantes en programas dirigidos a controlar o erradicar infecciones viricas en animales
para alimentacién, asi como en animales de compafiia (Babiuk, 1999; Babiuk et al., 1999, 2002; van Oirschot, 2001).
Las vacunas marcadoras del virus del herpes estuvieron entre las primeras que demostraron ser eficaces en el
campo (Bosch et al., 1996; van Oirschot et al., 1996), seguido de diversos virus de ARN genéticamente modificados,
tales como el virus clasico de la fiebre porcina (Widjojoatmodjo et al., 2000; van Gennip et al., 2002) y el virus de
Rinderpest o peste bovina (Walsh et al., 2000). En programas de erradicacion de EAV, algunas autoridades
legislativas requieren una vacuna marcadora, puesto que los caballos estan implicados de forma activa en el
comercio y trafico internacional. La discriminacién entre vacunacion e infeccion se esta convirtiendo en una cuestion
importante (Castillo-Olivares et al., 2003). De forma similar, con un programa de eliminacién de PRRSV, en el futuro,
el comercio internacional de cerdos y puercos probablemente requerird una vacuna marcadora. Ademas, puesto que
el mundo se dirige progresivamente a la eliminacion de PRRSV, la serovigilancia es una herramienta esencial para
verificar el estado de la enfermedad. Las vacunas convencionales actualmente disponibles son incapaces de permitir
la diferenciacion entre la infeccion de tipo salvaje y la vacunacion. De este modo, la serovigilancia es imposible
frente a la vacunacién continuada o durante varios meses después de que ha cesado la vacunacion. Claramente,
una vacuna marcadora seria de gran beneficio.

Para crear un PRRSV recombinante, se us6 un clon infeccioso de PRRSV de Tipo 1 norteamericano, pSD01-08.
Comparado con un clon infeccioso del virus de Lelystad (LV) europeo, pSD01-08 posee varias propiedades
bioldgicas distintas: (1) el clon infeccioso pSD01-08 derivd de una cepa progenitora aislada en los Estados Unidos
de América en el afio 2001, que representa un PRRSV Tipo 1 norteamericano; (2) la cepa progenitora SD01-08 se
aisl6 de un grupo de cerdos de 8 semanas que no mostraban signos clinicos, Y (3) SD01-08 posee una supresion de
51 pb Unica en la regién inmunodominante de Nsp2 (Fang et al., 2004).

La nsp2 desempefia un papel en la replicacion virica. La nsp2 contiene un dominio de cisteina proteasa que reside
en el N-terminal. Este dominio induce escision de nsp2/3, y también funciona como un cofactor con una serina
proteasa de nsp4 para procesar los otros productos de escision (Snijder et al., 1994, 1995; Wassenaar et al., 1997).
Ademas de su funcién en la replicacion virica, se ha demostrado que las cisteina proteasas de nsp2 de EAV y de
PRRSV pertenecen a la superfamilia de proteasas de tumor ovarico (OTU). La proteasa de OTU es capaz de
desconjugar tanto ubiquitina como ISG 15 de proteinas celulares, que inhiben respuesta inmunitaria innata
dependiente de ubiquitina y de ISG 15 (Frias-Staheli et al., 2007).

El desarrollo de la vacuna marcadora se basa en la manipulacion de clones infecciosos de ADNc, en los que se
puede insertar un antigeno extrafio (marcador positivo) 0 en los que se puede suprimir un epitopo inmunégeno
(marcador negativo). La respuesta de anticuerpos al antigeno extrafio o al epitopo virico se puede usar para
diferenciar animales vacunados de los animales infectados naturalmente. La nsp2 de PRRSV es un sitio candidato
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excelente para la modificacion marcadora. La propiedad mas importante de nsp2 relacionada con la manipulacién
del marcador mediante ingenieria es la capacidad de nsp2 de tolerar grandes supresiones e inserciones. Se han
dado a conocer inserciones/supresiones de secuencias nucleotidicas en la region central de la proteina (Gao et al.,
2004; Shen et al., 2000; Tian et al., 2007; Han et al., 2007). Otra propiedad relacionada con la manipulacion del
marcador mediante ingenieria es la presencia de varios epitopos inmunodominantes en esta region. Se han
identificado seis sitios epitopicos (ES) de células B lineales en la regién nsp2 de un virus danés de Tipo 1 (ES2 a
ES7) (Oleksiewicz et al., 2001). En el virus de Tipo 2, se ha encontrado que la nsp2 contiene la frecuencia mas
elevada de epitopos inmunodominantes, cuando se compara con proteinas estructurales (de Lima et al., 2006).

Se prepararon modificaciones marcadoras en la region nsp2 de un clon infeccioso de PRRSV de Tipo 1
norteamericano. Se insertd6 un marcador positivo, GFP, en la region nsp2, pero el gen de GFP no fue estable.
Seguidamente, se suprimié un epitopo tremendamente inmunégeno, ES4, situado en la regiéon nsp2 (aminoacido
736 a 790 de ORF1la), y se sustituyd por el gen de GFP (en el aminoacido 733/734 de ORF1la) usando genética
inversa, para crear un marcador negativo. Se caracterizaron las caracteristicas de replicacion in vitro y las
propiedades bioldgicas in vivo del virus recombinante resultante para determinar su uso potencial como vacuna
marcadora frente a la infeccion por PRRSV. Se llevaron a cabo ELISAs a base del antigeno de GFP y del antigeno
peptidico de ES4 para determinar su sensibilidad y especificidad como ensayos de diagnostico de compaiiia para la
deteccién y diferenciacion de marcadores.

I. Marcador positivo GFP

Células y virus. Se aisl6 originalmente en 2001 un aislado de PRRSV de Tipo 1 norteamericano, SD01-08, a partir
de un grupo de cerdos de 8 semanas de los Estados Unidos de América, que no mostraron signos clinicos de
PRRS. Para la transfeccion inicial para la recuperacion de virus a partir de ARN transcrito in vitro, se usaron células
de rifiébn de hamster bebé (BHK-21 C 13: American Type Culture Collection). Para el rescate virico y los
experimentos subsiguientes se usaron células MARC-145 (Fang et al., 2006). Las células de macréfagos alveolares
porcinos (PAM) se obtuvieron mediante lavado pulmonar de crias de cerdo libres de patégenos especificos libres de
PRRSV.

Extraccion del ARN, RT-PCR y secuenciacion: se infectaron células MARC-145 con virus purificados en placas a
una multiplicidad de infeccion (MOI) de aproximadamente 0,1. Después de tres dias, el sobrenadante del cultivo se
coloc6 en capas sobre una almohada de sacarosa 0,5 M y se centrifugé a 100.000 x g durante 14 h en un rotor
SW41 (Beckman). Se extrajo ARN del pelete usando un kit de ARN virico QlAamp (Qiagen). Para obtener la
secuencia genémica de longitud completa del virus progenitor, SD01-08, se llevé a cabo la RT-PCR usando una
serie de cebadores (Ropp et al., 2004). Cada producto de la RT-PCR se secuencié directamente al menos dos
veces desde ambas direcciones para obtener las secuencias de consenso. Para construir el clon infeccioso, se
amplificaron mediante RT-PCR nueve fragmentos solapantes (Fig. 1) que cubren el genoma virico de longitud
completa flanqueados por sitios de enzimas de restriccion Unicos. Los oligonucledtidos directos e inversos para la
amplificacion mediante RT-PCR se disefiaron inicialmente basandose en la secuencia de LV (nimero de acceso de
GenBank M96262; 18) y mas tarde se modificaron para que coincidieran con la secuencia de SD01-08 (Tabla 1). Se
llevé a cabo la RT-PCR (Fang et al., 2004). Estos fragmentos amplificados mediante RT-PCR se purificaron en gel y
se clonaron en el vector PCR-Blunt II-Topo (Invitrogen). Se secuenciaron tres clones de cada fragmento, y el clon
gue contiene la secuencia de consenso se uso6 para el ensamblaje del clon infeccioso.

Tabla 1. Cebadores usados para la amplificacién mediante RT-PCR

Cebadores Secuencias Posicion del genoma

en SD01-08

Fragmento a

E4849F 5’ gca tgg ctc tta agg cag ac SEC IDn° 1 4849 - 4868

E7227R 5’ cag ctt caa ggc agt tgt ca SEC ID n° 2 7208 - 7227

Fragmento b

E7139F 5’ tgt tgt gat cgg cgg tat ta SEC ID n° 3 7139 - 7158

E8297R 5’ cgg cgc ggg cac aca ttt cgt caa ttt SEC ID n° 4 8271 - 8297

Fragmento c

E8090F 5’ tac gac cta tcc acc caa gg SEC IDn°5 8090 - 8109

E10275R 5’ gaa tct atg gtt atc gca gag ¢ SEC ID n° 6 10254 - 10275
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Cebadores

Secuencias

Posicion del genoma

Fragmento d

E9946F

5’ cct cga tga ggc tgg ata tt SEC ID n° 7

9946 - 9965

E12929R

5’ gca cca acc agg agg aaa aaa gc SECIDn°8

12907 - 12929

Fragmento e

E3173F 5’ cat tct tgc gtc cct caa at SEC ID n° 9 3173 - 3192

E5352R 5’ cga cag tct ttc tgc cat caa tg SEC ID n° 10 5330 - 5352
Fragmento f

E2229F 5’ gct get gtt gtc ctg tgt t SEC ID n° 11 2229 - 2247

E3397R 5’ ccg tcg aag ggg gtg gca tcc SEC ID n° 12 3377-3397

Fragmento g

E12482F

5’ tca ttc gag ctg acc atc aa SEC ID n° 13

12482 - 12501

E14651R

5’ ctt tat cat tgc acc cag caa SEC ID n° 14

14631 - 14651

Fragmento h

E1GF 5’ ggc gcg cct aat acg act cac tat aga tga tgt gta ggg tat SEC ID n°® 15 1-16
E2968R 5’ cgc ggg cgc ctg agt tcg aca aat t SEC ID n° 16 2944 - 2968
Fragmento i
E14059F 5’ caa cga tcc tac cgc cgc aca a SEC ID n° 17 14059 - 14080
018 Poly AR |5’ ggc gat cgg gcg tct agg aat tct aga (T)41 aat ttc ggt cac SEC ID n° 18 15036 - 15047
018 3'R 5’ ggc gat cgg gcg tct agg aat tc SEC ID n° 19 Después de polyA

Construccion de sitio de enzima de restriccion Gnico en ORF7

E14059F 5’ caa cga tcc tac cgc cgc aca a SEC ID n° 20 14059 - 14080
YFp503R 5’ ggc ccc agt gct gca atg ata ¢ SEC ID n° 21 Después de polyA
ScalF * 5’ aga aga aaa aga aaa gta ctg ctc caa tgg g SEC ID n°® 22 14569 - 14599
ScalR * 5’ ccc cat tgg agc agt act ttt ctt ttt ctt SEC ID n° 23 14571 - 14600

Insercién de GFP

en la region Nsp2

ofpF 5’ gct cag atg gtg agc aag ggc gag gag ¢ SEC ID n° 24

ofpR 5’ gag tct gaa gag gac ttg tac agc tcg tcc a SEC ID n° 25
Nsp2F1 5’ tgc tga ctt tct tge tga tcc acc tcc t SEC ID n° 26 1895 - 1922
Nsp2R1 5’ cct tgc tca cca tct gag cac tcc cg SEC ID n° 27 2408 - 2420
Nsp2F2 5’ gct gta caa gtc ctc ttc aga ctc caa ga SEC ID n°® 28 2419 - 2439
Nsp2R2 5’ gcg gac cca gcc agg atc aga ¢ SEC ID n° 29 2732 - 2753

* El nucledtido mutado para crear el sitio de la enzima de restriccion Scal esta en negrita y en cursiva.

Los extremos 5 y 3' de las secuencias gendémicas se determinaron usando un kit GeneRACER (Invitrogen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento que representa el término 5’ del genoma virico se preparé
usando RT-PCR con los cebadores E1GF y E2968R (Tabla 1), que integra un sitio de T7 ARN polimerasa
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inmediatamente antes de los nucledtidos 5' terminales auténticos y un sitio de la enzima de restriccion Ascl. El
fragmento que contiene la secuencia del extremo 3’ se construyd mediante transcripcién inversa de ARN con el
cebador 018 polyA, que flanquea los 41 restos de polyA y el sitio Xbal. La reaccion de transcripcion inversa fue
seguida mediante PCR con los cebadores E14059F y 018 3'R (Tabla 1).

Construccion de un clon de ADNc de longitud completa de un PRRSV de Tipo 1 norteamericano, y determinacion de
su infecciosidad. Se construyé un clon de ADNc genomico de longitud completa de un PRRSV de Tipo 1
norteamericano, pSD01-08, usando la estrategia mostrada en la Fig. 1. Un plasmido de bajo nimero de copias
pACYC177 (numero de acceso de GenBank X06402) se modificd sustituyendo el fragmento entre los sitios BamHI y
Bgll por un fragmento rellenador, que se prepar6 como un gen sintético que contiene los sitios de enzimas de
restriccion como se muestra en la Fig. 1. Cada uno de los fragmentos viricos se corté de PCR-Blunt lI-Topo usando
enzimas de restriccion y se ligoé en el plasmido pACYC177, que se digirid con las mismas enzimas de restriccion.
Después de cada etapa de ligacion, el constructo de pACYC177 se transformé en células DH5a de E. coli y se hizo
crecer toda la noche a 37°C en presencia de kanamicina. El clon de ADNc de longitud completa totalmente
ensamblado se secuencid, y la secuencia gendémica de longitud completa se deposité en GenBank con el nimero de
acceso DQ489311.

Para crear el sitio de la enzima de restriccion Scal, se generd la mutacién silenciosa (mutacion de G a T) en el
nucleétido 42 de ORF7 (nucledtido 14588 del genoma de SD01-08) usando mutagénesis dirigida al sitio. La
mutagénesis dirigida al sitio se logr6 mediante una técnica de PCR de extensiéon solapante (Ho et al., 1989;
Jespersen et al., 1997), usando los pares de cebadores E14059F/ScalR y ScalF/YFp503R. El producto mutado se
confirm6 mediante andlisis de secuenciacion de ADN.

Este constructo contiene un promotor de T7 ARN polimerasa de bacteriéfago en el término 5’ del genoma virico, un
resto de guanosina adicional introducido entre el promotor T7 y el primer nucleétido del genoma virico, el genoma de
longitud completa de 15047 nucleétidos de SD01-08 y una cola de poly (A) de 41 restos incorporada en el extremo 3’
del genoma. Comparada con la secuencia gendmica del virus progenitor, la secuencia de ADN de pSD01-08
contenia seis diferencias nucleotidicas (Tabla 2).

Tabla 2. Diferencias nucleotidicas entre el aislado de SD01-08 progenitor y el clon de ADNc de longitud completa

Posicion nucleotidica en| Nucledtido en virus Nucleétido en el clon de Cambio de Posicion génica

el genoma de SD01-08 progenitor ADNc aminoéacido
1331 T C Silencioso Nsp1p
6158 T C Silencioso Nsp5
8191 A G Silencioso Nsp9
9492 c T PtoL Nspl10
11261 C YtoH Nspll
14588 G T Silent ORF7

Cuatro de estas diferencias fueron mutaciones silenciosas. La mutacion en el nucleédtido 14588 se introdujo para
crear un sitio de enzima de restriccion Scal Unico en ORF7, para diferenciar el virus clonado del virus progenitor.
Dos de las mutaciones nucleotidicas dieron como resultado cambios en los aminoacidos, que incluyeron la
sustitucion de una C por T en el nucledtido 9492 (aminoacido P a L) situado en Nspl0O, y una T por C en el
nucleotido 11261 (aminoacido Y a H) situado en Nspl11.

El plasmido pSD01-08 se linealiz6 mediante la enzima de restriccién Xbal, y se usé para la transcripcion in vitro
mediante una T7 ARN polimerasa para sintetizar los ARNs de extremos bloqueados. EI ARN de extremos
bloqueados transcrito in vitro se transfectd en células BHK-21. A las 48 horas después de la transfeccion, las células
se examinaron para determinar la expresion de la proteina N mediante tincién con anticuerpo fluorescente con mAb
SDOW17 (Fig. 2A). Los resultados en la Fig. 2A mostraron que alrededor de 5% de las células transfectadas
expresaron la proteina N. Los sobrenadantes procedentes de las células transfectadas se hicieron pasar sobre
células MARC-145. Después de 72 horas, las células MARC-145 se tifieron usando el mAb anti-Nsp2 especifico
para SD01-08, ES3-4 58-46 (Fig. 2B), y el mAb anti-proteina N SDOW17 (Fig. 2C). Como control negativo, se
incorpord un mAb anti-proteina N especifica para PRRSV Tipo 2 norteamericano, MR39 (Fig. 2D). Los resultados
mostraron que ambas proteinas Nsp2 y N fueron detectadas en células MARC-145 inoculadas con sobrenadante
procedente de las células BHK-21 transfectadas con pSD01-08. Con la pasada adicional del sobrenadante sobre
células MARC-145 recientes (pasada 2 sobre células MARC-145), se observaron efectos citopaticos (CPE) en 48 a
72 horas después de la infeccién (hpi). La titulacion del virus de la pasada 2 sobre células MARC-145 mostré un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2389 748 T3

titulo medio de 3,6 x 10" FFU/mI. Estos resultados indican que se rescatd PRRSV Tipo 1 norteamericano viable e
infeccioso a partir de las células transfectadas con ARN transcrito in vitro.

Insercion de GFP: El clon de pSD01-08-GFP se construy6 insertando la secuencia génica de GFP (Clontech) en la
region de Nsp2 (nucleétido 2420/2421) del genoma virico en el plasmido pSD01-08. El gen de GFP se amplificé a
partir del plasmido pEGFP-N1 (Clontech) con el cebador directo gfpF y el cebador inverso gfpR. GFP se insertd
mediante técnica de PCR de extension solapante (Ho et al.; 1989, Jesperson et al., 1997) usando los pares de
cebadores de Nsp2F1/Nsp2R1 y Nsp2F2/Nsp2R2. El producto de PCR se digirid con las enzimas de restriccion
Rsrll y Acll y se ligé en el plasmido pSD01-08, que se digirié con las mismas enzimas de restriccion.

Transcripcion in vitro y rescate de PRRSV: El plasmido pSD01-08 o pSD01-08-GFP se linealiz6 con la enzima de
restriccion Xbal. EI ARN bloqueado en los extremos se transcribié con T7 ARN polimerasa usando el kit mMessage
Machine (Ambion), y se transfectd a células BHK-21 usando el reactivo DMRIE-C (Invitrogen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para rescatar el virus, el sobrenadante del cultivo celular obtenido 48 horas después de
la transfeccion se hizo pasar en serie sobre células MARC-145. El rescate del virus infeccioso se confirmé mediante
ensayo inmunofluorescente indirecto (IFA) (Ropp et al., 2004). Se desarrollaron anticuerpos monoclonales (mAbs)
para uso en el ensayo de IFA, incluyendo Mab ES3-4 58-46, que reconoce especificamente Nps2 de SD01-08 (Fang
et al.,, Conf. Res. Work. Anim, Dis., abstr. 78, 2004). El MAb MR39 reconoce especificamente la proteina N del
PRRSV de Tipo 2 norteamericano, y el Mab SDOW17 reconoce la proteina N de ambos genotipos de PRRSV
(Nelson et al., 1993; Ropp et al, 2004). Para el rescate del virus de GFP, también se visualiz6 directamente la
expresion de GFP bajo un microscopio fluorescente.

Se examinaron las cinéticas de crecimiento infectando células MARC-145 con virus clonado y virus progenitor, a una
MOI de 0,1. Las células infectadas se recogieron a 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas después de la infeccion, y los
titulos del virus se determinaron mediante IFA en células MARC-145 y se cuantificaron como unidad de foco
fluorescente por ml (FFU/mI). Se comparé la morfologia de placas entre el virus clonado y el virus progenitor
mediante un ensayo de placas sobre células MARC-145. Las monocapas de células confluentes se infectaron con
0,1 MOI de los virus. Después de 2 horas, el sobrenadante del cultivo celular se retird y se aplicéd un recubrimiento
de agar. Las placas se detectaron después de cinco dias a 37°C, y se tifieron usando violeta de cristal al 0,1%.

Caracterizacion in vitro de virus clonado. El virus progenitor y el virus clonado (pasada 2 sobre células MARC-145)
se titularon sobre macroéfagos alveolares porcinos (PAMs). La tincién inmunofluorescente usando mAb anti-proteina
N mostré que ambos virus se replicaron en PAMs (Fig. 2E y 2F) y produjeron el rendimiento virico similar (2,1-2,8 x
10* FFU/mI) a 72 hpi.

Para comparar adicionalmente las propiedades de crecimiento de los virus clonados y progenitores, se infectaron
células MARC-145 con cada uno de los virus a una MOI de 0,1 y se cosecharon a 6, 12, 24, 36, 48, 60y 72 hpi. Los
resultados de la curva de crecimiento mostraron que el virus clonado poseyé una cinética de crecimiento similar a la
del virus progenitor (Fig. 3). Los titulos alcanzaron un pico a 48 hpi para ambos virus. El titulo pico del virus clonado
fue 1,39 x 10 FFU/ml, frente a 2,34 x 10" FFU/m| para el virus progenitor. También se determiné la morfologia de
placas de estos virus: el tamafio de las placas producidas por el virus clonado fue similar al del virus progenitor
(datos no mostrados). Estos resultados indican que el virus clonado posee propiedades in vitro similares al virus de
tipo salvaje progenitor.

Para diferenciar el virus clonado del virus progenitor, se manipulé6 mediante ingenieria un sitio de enzima de
restriccion Scal en el nucledtido 42 de ORF7. Como se muestra en la Fig. 4, en el virus clonado se escindio
mediante Scal un fragmento de RT-PCR de 1054 pb derivado de amplificar los nucleétidos 13875 a 14928. Por el
contrario, el fragmento de RT-PCR derivado del virus progenitor no se escindié mediante Scal.

Propiedades patégenas e inmunoldgicas de virus clonado derivado de pSD01-08 en un modelo de cerdo. Se llev a
cabo un estudio in vivo de las propiedades de replicacion de virus derivado del clon infeccioso usando un modelo de
cerdo de criadero. Se obtuvieron veintiin cerdos de 4 semanas, no sometidos a tratamiento previo de PRRSV,
procedentes de una piara certificada negativa a PRRSV, y se dividieron aleatoriamente en 4 grupos enjaulados
separadamente en instalaciones de aislamiento. Después de un periodo de aclimatacion de 4 dias, los cerdos de
cada grupo (n = 6) para el grqu infectado con el virus clonado; n = 5 para los grupos restantes) se inocularon
intranasalmente con 1 ml de 10° TCIDso de virus clonado (grupo 1) o virus progenitor (grupo 2). El tercer grupo de
animales se incocul6é con la actual vacuna del virus vivo modificado (MLV) Ingelvac® PRRSV. Los animales del
grupo de control negativo (grupo 4) se expusieron de forma simulada al sobrenadante del cultivo de células MARC-
145.

Los cerdos se observaron diariamente en busca de signos clinicos, y se tomaron las temperaturas corporales
durante los primeros 7 dias tras la infeccion. Se obtuvieron muestras de sangre de todos los cerdos en los dias 0, 7,
14, 21, 28, 35, y 42. Las muestras de suero se almacenaron a -80°C para ensayos posteriores. Dos cerdos de cada
grupo se eutanasiaron a los 21 dias después de la inoculacién (dpi) para el andlisis post-mortem de infeccién aguda.
Los tres cerdos restantes de cada grupo se eutanasiaron a 42 dpi. Las lesiones pulmonares de los animales del
estudio se evaluaron usando un sistema desarrollado previamente basado en el volumen aproximado que cada
I6bulo contribuye a todo el pulmén: los l6bulos apicales izquierdo y derecho, los Iébulos cardiacos izquierdo y
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derecho, y el l6bulo intermedio contribuyen cada uno con 10% del volumen pulmonar total, y los l6bulos caudales
izquierdo y derecho contribuyen cada uno 25%. Estas puntuaciones se usaron entonces para calcular la puntuacion
de lesion pulmonar total basandose en la contribucién relativa de cada I6bulo (Halbur et al., 1995).

Para la deteccién de ARN virico y la determinacion de la carga viral, se examinaron muestras séricas de 0, 7, 14, 21,
28, 35y 42 dpi usando PCR cuantitativa en tiempo real (Tetracore VetAlert PRRS; Wasilk et al., 2004), que se lleva
a cabo de manera rutinaria en el South Dakota Animal Disease Research and Diagnostic Laboratory (SDSU-
ADRDL). Todas las muestras séricas se evaluaron para determinar los anticuerpos anti-PRRSV usando el ELISA
IDEXX HerdChek® PRRS 2XR y el ensayo de neutralizacién virica (VN). Estos ensayos también se llevan a cabo de
forma rutinaria en SDSU-ADRDL bajo guias estrictas de garantia de calidad.

Todos los cerdos que recibieron los virus se infectaron, lo que fue evidente por los resultados positivos de RT-PCR
para la presencia de ARN virico en suero y mediante serologia. El virus en suero alcanzé un pico a 14 dias después
de la infeccion (dpi) (Fig. 5A; Tabla 3). A 14 dpi, 5 de 6 cerdos en el grupo del virus clonado, 4 de 5 cerdos en el
grupo del virus progenitor, y los 5 cerdos en los grupos de la vacuna se habian seroconvertido (Fig. 5B; Tabla 3).
Cuatro de los 6 cerdos en el grupo expuesto al virus clonado tuvieron titulos de anticuerpos neutralizantes
detectables a 21 dpi, mientras que 1 de los 5 cerdos en el grupo expuesto al virus progenitor desarrollé anticuerpos
neutralizantes en 21 dpi. Dos de los cerdos procedentes del grupo expuesto a la vacuna de MLV desarrollaron titulos
de anticuerpos neutralizantes detectables a 42 dpi (Tabla 3).

Tabla 3. Sumario de resultados serolégicos y de PCR en suero de cerdos inoculados a diferentes dias después de la
infeccion (dpi).

Virus progenitor Virus clonado Vacuna de MLV

dpi PCR? ELISAP VN° PCR? ELISAP VNc PCR? ELISA® | VNc

0 0/5 0/5 0/5 0/6 0/6 0/6 0/5 0/5 0/5

7 4/5 1/5 0/5 5/6 0/6 0/6 5/5 0/5 0/5

14 4/5 4/5 0/5 6/6 5/6 0/6 5/5 5/5 0/5

21* 5/5 5/5 1/5 6/6 5/6 4/6 5/5 5/5 0/5

28 2/3 3/3 2/3 4/4 4/4 2/4 3/3 3/3 0/3

35 1/3 3/3 2/3 2/4 4/4 2/4 3/3 3/3 0/3

42 0/3 3/3 3/3 1/4 4/4 2/4 2/3 3/3 2/3
*PCR: numero de cerdos con una PCR positiva/niimero total de cerdos en cada grupo determinado mediante|
la PCR en tiempo real; PELISA: ntimero de cerdos seropositivos/nimero total de cerdos en cada grupo
determinado mediante ELISA IDEXX HerdChek® PRRS 2XR; “VN: nimero de cerdos que desarrollan
respuesta de anticuerpos neutralizantes/nimero total de cerdos, determinado mediante ensayo de
neutralizacion de foco fluorescente. Resultados interpretados como reduccion del 90% de la infeccion virica.
*Dos cerdos eutanasiados en el dia 21 para el andlisis de infeccién aguda.

Todos los cerdos infectados de forma simulada permanecieron negativos a la RT-PCR y a anticuerpos anti-PRRSV
durante todo el periodo de estudio. No se observaron signos clinicos significativos en ninguno de los cerdos
infectados. So6lo se observaron lesiones pulmonares patologicas leves caracteristicas de PRRSV, tal como
neumonia intersticial menor, en 3 de 6 cerdos del grupo del virus clonado, 5 de 5 cerdos del grupo del virus
progenitor y 2 de 5 cerdos del grupo de la vacuna. El resto de los cerdos no mostré lesiones pulmonares gruesas
(Tabla 4). De forma interesante, al comparar las lesiones patoldgicas entre los cerdos de diferentes grupos, las
puntuaciones de las lesiones parecen ligeramente mayores en cerdos infectados con virus progenitor.

Tabla 4. Porcentaje de pulmén con lesiones de neumonia gruesas en cerdos infectados

Puntuacion de lesién pulmonar gruesa (%)*

Numero del | Virus clonado |Virus progenitor Vacuna de MLV Control
cerdo simulado
1 0 0,6 0,7 0
2 1,0 0,5 0 0
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Puntuacion de lesién pulmonar gruesa (%)*
Numero del | Virus clonado |Virus progenitor Vacuna de MLV Control
cerdo simulado
3 0,9 10,5 0 0
4 0 2,1 0,3 0
5 0 3,25 0 0
6 1.5 N/A N/A N/A

*La patologia pulmonar gruesa se evalué usando un sistema de puntuacion de
lesion pulmonar de cerdo gruesa en el que cada I6bulo del pulmén se evaluo
para determinar el % de neumonia, y el % de neumonia de cada I6bulo se
afiadio para todo el pulmén (10).

Introduccién de la proteina fluorescente verde en la region Nsp2 del clon infeccioso. Se exploré la posibilidad de usar
este clon infeccioso para la expresion de genes extrafios. Los estudios previos demostraron que Nsp2 es un sitio
candidato excelente para la insercion de genes extrafios. La region C-terminal de Nsp2 tanto para el Tipo 1 como
para el Tipo 2 contiene dominios hipervariables, incluyendo inserciones y supresiones de aminoacidos (7, 8, 27).
Una de las diferencias importantes entre el SD01-08 y LV, el miembro prototipico de los virus de Tipo 1 europeos, es
la presencia de una supresion de 17 aminoacidos en la Nsp2, que esta situada entre los aminoacidos 734 a 750 en
ORF de LV. Se insert6 una proteina fluorescente verde (GFP) en este sitio de supresién Unico de Nsp2 (en los
aminoacidos 733/734 del ORFla de SDO01-08, Fig. 7). El constructo, pSD01-08-GFP, se transcribié in vitro y se
transfectd en células BHK-21. Las células vivas se examinaron directamente bajo un microscopio de fluorescencia
después de 48 horas tras la transfeccion. El sobrenadante del cultivo celular procedente de las células BHK
transfectadas se hizo pasar sobre células MARC-145, dando como resultado la aparicion de células que expresan
GFP, que se pudieron visualizar claramente tan pronto como 6 horas después de la infeccion (FIG. 6A). Para
confirmar la expresion de la proteina de fusién GFP-Nsp2, a 48 horas después de la infeccion, las células se fijaron y
se tifieron con un mAb especifico para Nsp2, ES3-4 58-46. ES3-4 58-46 se gener6 inmunizando ratones con un
péptido sintético obtenido de la secuencia epitopica de ES3, que esta situada inmediatamente en direccion del sitio
de insercion de GFP (Fig. 7). Como anticuerpo secundario, se usé IgG antiratdon de cabra conjugada a Cy3
fluorescente rojo. La microscopia confocal mostro la localizacion perinuclear tanto de GFP como Nsp2, similar a la
localizacién de Nsp2 del virus progenitor (Figs. 6B y 6C). Para determinar si la expresion de GFP afecto a la
replicacién virica, se compararon las caracteristicas de crecimiento del virus de GFP con los virus de tipo salvaje
progenitor y clonado. El ciclo de replicacion del virus de pSD01-08-GFP fue similar al de los otros virus, incluyendo
titulos viricos pico a 48 hpi; sin embargo, el titulo maximo para la infeccién del virus de GFP se redujo
aproximadamente 10 veces. (Fig. 3).

Para investigar la estabilidad de la expresion de GFP a lo largo de multiples rondas de replicacién virica, se hizo
pasar en serie ocho veces el virus de GFP sobre células MARC-145. Hacia la séptima pasada, aparecié una
subpoblacién de virus que no expresa GFP, que se computd como el 15% de la poblacion virica total. También se
analizé la pérdida de GFP mediante RT-PCR. Se aislé ARN celular total de células infectadas con la séptima pasada
del virus de GFP, y se us6 ARN como molde en una reaccion de RT-PCR con cebadores que amplificaron la regién
de insercion de GFP. El producto de RT-PCR se clon6 y se secuencidé. Los resultados revelaron que los
aminoacidos N-terminales 1-159 de GFP se suprimieron (Fig. 7). De forma mas interesante, mientras que se
suprimieron los aminoacidos 1-159, se insertaron dos aminoacidos, metionina (M) y acido glutamico (E), por el virus
antes del aminoacido 160 de GFP (Fig. 7). Por lo tanto, la seleccion del genoma virico que codifica la supresion en el
gen de GFP dio cuenta de la disminucién en el porcentaje de células infectadas que expresan GFP. Tomados juntos,
estos resultados indican que la region Nsp2 puede tolerar la introduccion de un gen extrafio. Sin embargo, la
insercién de un gen extrafio reduce el nivel de replicacion virica. De este modo, el marcador positivo, el gen de GFP
no fue estable.

1. Virus marcador negativo de GFP/AES4

Construccion del virus vacunal marcador negativo GFP/AES4. A fin de obtener un virus vacunal marcador negativo
potencial, se suprimié el epitopo de células B, ES4, que esta situado en direccion de la GFP (en el nucledtido 2427 a
2591 del genoma virico de SD01-08) mediante técnicas de PCR de extensién solapante (Hayashi et al., 1994)
usando pares de cebadores AES4F/E3448R y E1895F/AES4R (Tabla 5). El producto de la PCR se digirié con las
enzimas de restriccion Rsll y EcoRV, y se ligé en el plasmido pSD01-08-GFP, que se digiri6 con los mismos
enzimas de restriccion. El constructo plasmidico resultante se designé como pSD01-08-GFP/AES4 (Fig. 8).

10



10

15

20

25

30

ES 2389 748 T3

Tabla 5. Cebadores usados para la supresion del epitopo ES4 y la expresion antigénica de ELISA

Nombre del cebador Secuencia* Posicion del genoma en
SD01-08@
NES4F 5' caa gtc ctc tac agg gcc cat act ¢ SEC ID n° 32 2421 -2426
2592 -2606
AES4R 5' ggc cct gta gag gac ttg tac agc tc  SEC ID n° 33 2421 -2426
2592 - 2599
E1895F 5' ctt gct gat cc acct cct cag g SEC ID n° 34 1905 - 1926
E3448R 5' ccg tcg gag ggg gtg gca tcc SEC ID n° 35 3377 - 3397
Nsp2-2144F 5' gtc tgt gtc ctt gga cga gtg SEC ID n° 36 2144 - 2164
Nsp2-2694R 5' cca agc ggc caa gga tag atc SEC ID n° 37 2694 - 2714
pPET-EGFP-F 5' cgg gat cca tgg tga gca agg gcg agg agc  SEC ID n° 38 -
PET-EGFP-R 5' cct aag ctt cct tgt aca gct cgt ccatgccg  SEC ID n° 39 -
pET-ES4F1 5' gc aga tct tca gac tcc aag aga gaa SEC ID n° 40 2427 - 2444
pET-ES4F2 5' gc aga tct ggt ggt ggt ggt tcc tca gac tcc aag aga gaa| 2427 - 2444
SEC ID n° 41
pPET-ES4R 5' at ccc aag ctt gcg ggg atc ccg gga caa atc ctc g SEC ID 2577 - 2591
n° 42
*Los nucledtidos de GFP estan en negrita, y los sitios de enzimas de restriccién estan en cursiva y subrayados; @
Los nameros corresponden a posiciones nucleotidicas en el genoma de SD01-08.

La Fig. 8 es un diagrama esquematico del constructo pSD01-08-GFP/AES4. La GFP se insertd entre los
aminoacidos 733 y 734 de ORFl1a, y el epitopo de células B inmunégeno, ES4, situado en direccién de GFP (en el
aminoacido 736 a 790) se suprimid del virus SD01-08. La transfeccién directa de este ADN plasmidico en células
BHK-21 inicia un ciclo completo de replicacion virica. Los sobrenadantes de los cultivos celulares de células BHK-21
obtenidos 48 horas después de la transfeccion se hicieron pasar sobre células MARC-145, se recuper6 el virus de la
progenie infecciosa, y el virus resultante se denominé como virus marcador GFP/AESA4. El virus progenitor, SD01-08,
se gener6 paralelamente a partir del clon de ADNc pSD01-08. Para la caracterizacion in vitro e in vivo se usé la
pasada dos de los virus de células MARC-154.

El estudio de la genética de crecimiento mostré que los virus marcadores GFP/AES4 se replicaron con una cinética
ligeramente mas lenta, alcanzando un titulo maximo varias horas mas tarde que el virus progenitor, SD01-08. El
titulo virico pico del virus marcador (3,34 x 10* FFU/ml) fue aproximadamente dos logaritmos menor que el del virus
progenitor (2,56 x 10° FFU/mI) (Fig. 9). La Fig. 9 representa la cinética de crecimiento de los virus marcadores
GFP/AESA4. Las células MARC-145 se infectaron paralelamente a MOI de 0,1 con la pasada tres del virus marcador
GFP/AES4 y del virus progenitor. A 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas después de la infeccién, las células se
cosecharon, y los titulos viricos se determinaron mediante IFA en células MARC-145. Los resultados fueron valores
medios a partir de tres réplicas del experimento, y los titulos viricos se expresaron como unidades de foco de
fluorescencia por mililitro (FFU/ml). La morfologia de placas entre el virus marcador y el virus progenitor se comparé
mediante ensayo en placas en células MARC-145. Las placas viricas formadas por el virus marcador GFP/AES4 se
redujeron drasticamente de tamafio, y la mayoria de las placas tuvieron un tamafio preciso (Fig. 10), sugiriendo un
efecto negativo de la insercidon de GFP/supresion de ES4 sobre la velocidad de extension célula a célula durante la
infeccion. La Fig. 10 muestra la morfologia de placas de los virus marcadores GFP/AES4 (10-1) y virus progenitores
(10-2). Se infectaron monocapas de cultivos celulares confluentes con virus a una MOI de 0,1. Después de una
infeccion de 2 horas, el sobrenadante del cultivo celular se retird y se aplicéd un recubrimiento de agar. Las placas se
detectaron después de 5 dias a 37°C, y se tifieron usando violeta de cristal al 0,1%.

La estabilidad in vitro de la inserciéon de GFP o la supresion de ES4 en los virus recombinantes fue seguida durante
10 pasadas en serie (incubacion de 72 horas para cada pasada) en células MARC-145. La regién GFP/AES4 del
virus en la pasada 10 se secuencid. Sorprendentemente, a diferencia del virus SD01-08-GFP previo, que
experimentd una supresién de los 159 aminoacidos N-terminales, la GFP en el virus marcador GFP/AES4
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permanecio intacta como un gen de longitud completa, y todavia estaba presente la supresion de ES4. Este
resultado indica que la supresién de la region del epitopo ES4 mejoré la estabilidad del gen extrafio insertado, GFP.
Se identific6 una pequefia poblacién de las células infectadas que perdio la fluorescencia asociada a GFP (Fig. 11).
En 11-1 se muestra la expresion de GFP en células MARC-145 infectadas con la pasada 10 de los virus marcadores
GFP/AES4. El mismo foco virico teflido con anticuerpo monoclonal anti-nucleocéapsida marcado con AlexiFluor,
SDOW 17 (Nelson et al., 1993), se muestra en 11-2. En el circulo se muestra la poblacién de virus que perdieron la
fluorescencia de GFP.

Para la region de GFP/AES4, se llevaron a cabo tres repeticiones independientes de PCR y secuenciacion (en las
direcciones tanto directa como inversa). Por lo tanto, se obtuvo un total de seis secuencias. En una de las
secuencias, se identific6 una mutacion del nucleétido C-289 a T-289, que provocd la mutacion de aminoéacidos de
arginina a cisteina en la posicién 97 de la GFP, que puede corresponder a la pequefia poblacién de células
infectadas que perdieron la fluorescencia asociada a GFP (Fig. 12). No se detectdé ninguna mutacién en las otras
cinco secuencias. La Fig. 12 representa un electroferograma del gen de GFP de tipo salvaje en comparacion con el
gen de GFP mutado en Arg-97. La region de insercién de GFP se secuencié a partir de la pasada 10 del cultivo
celular de los virus marcadores de GFP/AES4. Los aminoacidos se presentan en un cédigo de una sola letra, y la
letra en negrita indica el aminoacido mutado de CGC (Arg) a TGC (Cys).

Expresion de los antigenos ES4 y GFP. El antigeno ES4 se expres6 como epitopos ES4 de repeticion en tandem
usando un método modificado descrito anteriormente (Sun et al., 2004). De forma breve, se construyeron tres copias
del epitopo ES4 (aminoacido 736-790 de ORFla de SD01-08) en el vector de expresion proteico, pET-28a (+)
(Novagen). Se afiadié un ligador peptidico flexible, GGTGGTGGTGGTTCC, entre dos epitopos para ayudar a
presentar los epitopos. Hubo dos cebadores directos. El cebador directo 1, pET-ES4F1 contenia un sitio de
restriccion de Bglll, pero sin una secuencia ligadora, mientras que el cebador directo 2, pET-ES4F2, contenia no
s6lo un sitio de restriccion de Bglll, sino también una secuencia ligadora. El fragmento génico de ES4 se amplifico en
primer lugar con el cebador directo 1 y el cebador inverso, pET-ES4R. El producto de la PCR se digiri6 con Bglll e
Hindlll, y después se cloné en pET-28a, que se digiri6 con BamHI e Hindlll. Este clon se denominé pET-28a-ES4
(+1). La segunda copia de ES4 se amplific6 mediante PCR mediante el cebador directo 2 y el cebador inverso, pET-
ES4R. El producto de la PCR se digirié con Bglll e Hindlll, y después se clon6 en pET-28a-ES4 (+1), que se digirid
con BamHI e Hindlll. La tercera copia del ES4 se insert6 usando la misma estrategia que la segunda copia. El
constructo final se denomin6é pET-28a-ES4 (+3). El gen de GFP se amplific6 a partir del plasmido pEGFP-N1
(Clontech) con el par de cebadores pET-EGFP-F/pET-EGFP-R. El producto de la PCR se digiri6 con las enzimas de
restriccion BamHI e Hindlll, y se ligd al vector pET-28a, que se digiri6 con las mismas enzimas. Las proteinas
recombinantes se expresaron en E. coli BL21 (DE3) para producir una proteina de fusion con seis restos de histidina
en el N-terminal. Las proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad de niquel, y se analizaron
mediante SDS-PAGE como se describe en nuestra publicacién previa (Ferrin et al., 2004).

Caracterizacion in vivo del virus marcador de GFP/AES4. Las caracteristicas in vivo del virus marcador de
GFP/AES4 se estudiaron en un modelo de enfermedad de cerdo de criadero. Se adquirieron dieciocho cerdos de
cuatro semanas de una piara libre de PRRSV. Los animales se separaron aleatoriamente en tres grupos (n =
6/grupo) y se enjaularon en condiciones de aislamiento BL2 con un periodo de aclimatacion de 7 dias antes de
comenzar las inoculaciones experimentales. Los cerdos del grupo 1 se infectaron con el virus marcador de
GFP/AESA4, y los cerdos del grupo 2 se infectaron con el virus progenitor SD01-08 como control positivo, y los cerdos
del grupo 3 se infectaron de forma simulada con el medio de cultivo celular. Los cerdos del grupo 1 y grupo 2 se
inocularon a través de sitios tanto intranasales como intramusculares, con 1 x 10° dosis infecciosas de cultivo tisular
del 50% (TCIDsp) del virus (1 ml en cada sitio). En los 42 dias después de la infeccién (dpi), los cerdos del grupo 1y
el grupo 2 se expusieron a la cepa de Tipo 1 heteréloga del virus SD03-15.

El SD03-15 es otra cepa de Tipo 1 norteamericana, que se aisl6 de muestras clinicas sometidas a nuestro
laboratorio de diagnostico en el afio 2003. En informes de campo, los cerdos infectados con SD03-15
experimentaron una mortalidad previa al destete de 80-90% durante un periodo de 3 semanas. El comportamiento
disminuido continu6 a través de la fase de acabado. En la poblaciéon de cerdas adultas, hubo una tormenta de
abortos leve, en comparacion con la epidemia de US PRRSV previa. Nuestro estudio con animales experimentales
previo también demostrd la naturaleza patdgena de este virus (Lawson et al., Proc. Conf. Res. Work. Anim. Dis.,
abstr. 99, 2005).

Tres cerdos del grupo 3 se expusieron al virus SD03-15, y los otros tres cerdos permanecieron como controles
infectados de forma simulada. Los cerdos se observaron diariamente en busca de signos clinicos y para determinar
las temperaturas corporales durante los primeros 7 dias después de la infeccién y los primeros 7 dias después de la
exposiciéon. Se compararon las respuestas de temperaturas medias entre diferentes grupos de exposicion. Las
temperaturas rectales se tomaron un dia antes de la exposicion, y 7 dias después de la exposicion. No se detectd
incremento de temperatura en ninguno de los cerdos tras la infeccion inicial, y no se observaron signos clinicos.
Después de la exposicidn, las temperaturas rectales fueron elevadas en aquellos tres cerdos expuestos del Grupo 3
(infectados inicialmente de forma simulada) a uno y dos dias después de la exposicién (Fig. 13). También se
observaron signos clinicos (tos y descarga nasa) en estos tres cerdos. El resto de los cerdos siguio asintomatico. Se
obtuvieron muestras de sangre de todos los cerdos una vez por semana. Los cerdos se eutanasiaron a los 21 dias
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después de la exposicidn. Se evaluaron lesiones pulmonares gruesas del animal del estudio usando un sistema
desarrollado previamente basado en el volumen aproximado con el que cada Iébulo contribuye a todo el pulmén: los
I6bulos apicales izquierdo y derecho, los l6bulos cardiacos izquierdo y derecho, y el I6bulo intermedio contribuyen
cada uno con 10% del volumen pulmonar total, y los I6bulos caudales izquierdo y derecho contribuyen cada uno con
25%. Estas puntuaciones se usaron entonces para calcular la proporcién de la lesion pulmonar total basandose en
las contribuciones relativas de cada I6bulo (Halbur et al., 1995). En la necropsia, no se observaron lesiones
patolégicas gruesas en el Grupo 1, Grupo 2, y en los tres cerdos del control negativo estricto. Por el contrario, se
observaron lesiones pulmonares patolégicas gruesas leves, caracteristicas de PRRSV en aquellos tres cerdos del
Grupo 3 que se infectaron inicialmente de forma simulada y después se expusieron a SD03-15.

Propiedades virologicas e inmunolégicas. Se determinaron las propiedades viroldgicas e inmunoldgicas in vivo del
virus marcador. Los cerdos se expusieron a 42 dpi, mostrado como una linea punteada vertical en las Figs. 14A-
14C. La duracion y altura de la viremia se determind mediante PCR en tiempo real, y el resultado se interpretd como
namero de copias de ARN por ml. A cada dia después de la infeccion, la carga viral media con diferentes letras en
mayusculas (A, B o C) difiere significativamente (P < 0,05). En comparacién con los cerdos del Grupo 2 infectados
con virus progenitores (titulo virico medio pico = 5,9 x 10’ copias/ml), los cerdos que se infectaron con el virus
marcador de GFP/AES4 tuvieron una menor carga viral pico (titulo virico medio pico = 2,08 x 10° copias/ml, Fig.
14A). En el dia 7 después de la exposicion, la carga viral fue dos a tres logaritmos menor para los cerdos vacunados
que para aquellos cerdos infectados inicialmente de forma simulada y expuestos después al virus SD03-15. Hacia el
dia 21 después de la exposicion, los cerdos del grupo infectado con el virus marcador de GFP/AES4 tuvieron una
carga viral 10 veces menor en comparacion con el grupo progenitor, y 3/5 cerdos habian eliminado el virus en el
suero (Fig. 14A; Tabla 6).

Tabla 6. Carga viral en suero medida mediante PCR cuantitativa a los 21 dias después de la exposicién con una
cepa genéticamente diferente, SD03-15

Carga viral en suero (copias/ml)
NUmeros de los cerdos GFP/AES4 Progenitor Negativo / expuesto* Negativo
1 0 2,7E + 02 N/A 0
2 7,4E + 02 0 N/A 0
3 0 12E+04 N/A 0
4 N/A 0 3,6E+04 N/A
5 0 2,6E + 03 3,3E + 04 N/A
6 1,7E + 02 1,1E+04 3,6E + 04 N/A
Media 1,8E + 02 4,3E + 03 3,5E + 04 0

* Tres de los cerdos en grupo negativo expuestos con la cepa heteréloga, SD03-15, a 42 dpi.

Hacia 14 dpi, todos los cerdos de grupos infectados se habian seroconvertido. Los anticuerpos del suero especificos
de PRRSV se midieron mediante un kit IDEXX HerdChek® PRRSV ELISA 2XR. Las relaciones S/P mayores que 0,4
son consideradas positivas. La respuesta de anticuerpos alcanzo niveles similares después de 21 dpi (Fig. 14B).

La respuesta de anticuerpos neutralizantes viricos se determiné mediante ensayo de neutralizacion de foco
fluorescente (Fig. 14C). Los resultados se interpretaron como una reduccién del 90% de la infeccién virica, y los
titulos de los anticuerpos neutralizantes se presentaron como valor medio (n = 6) y se expresaron en una escala
logaritmica de base 2. El virus progenitor SD01-08 se uso para el ensayo neutralizante virico. En cada dia después
de la infeccion, las medias con letras en mayusculas diferentes (A, B o C) difieren significativamente (P < 0,05). La
medida adicional de los niveles de anticuerpos neutralizantes del suero (SN) mostré que, en cerdos infectados con el
virus progenitor, se detectaron anticuerpos SN en uno de los seis cerdos a los 21 dias después de la infeccion, y 3/6
cerdos desarrollaron un titulo SN detectable que alcanzé un titulo medio geométrico (GMT) promedio de 2 a los 35
dias después de la infeccién. Por el contrario, las respuestas de anticuerpos neutralizantes se desarrollaron mas
rapido y en mayor cantidad en cerdos infectados con el virus marcador de GFP/AES4. Los anticuerpos SN se
detectaron en uno de los seis cerdos a los 14 dias después de la infeccion, y los titulos SN se detectaron en todos
los cerdos en este grupo, que alcanzaron un GMT promedio de 9,2 a los 35 dias después de la infeccion. Después
de la exposicién a SD03-15, se observé un mayor efecto, con el GMT de 18,4 del grupo infectado con el virus
marcador de GFP/AES4, en comparacion con el GMT de 5,7 del grupo infectado con el virus progenitor a 49 dpi (una
semana después de la exposicion). Ambos grupos alcanzaron titulos SN similares a 62 dpi (tres semanas después
de la exposicién) (Fig. 14C). Estos datos sugieren que, en la infeccién inicial, los cerdos infectados con el virus
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marcador de GFP/AES4 generaron titulos de anticuerpos neutralizantes mayores que los cerdos infectados con el
virus progenitor.

Aislamiento de virus y secuenciacién. Se usaron muestras séricas de 7, 14, 21 y 28 dpi para el aislamiento del virus
como se describe previamente (Wasilk et al., 2004). La presencia del virus se confirmé mediante IFA con anticuerpo
especifico para PRRSV, SDOW17 (Nelson et al., 1993). Para determinar la estabilidad de la insercion de GFP y de
la supresion del epitopo ES4, se extrajo ARN virico del virus aislado del suero, usando el minikit QlAamp Viral RNA
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevé a cabo la RT-PCR usando métodos descritos
previamente (Fang et al., 2004). El fragmento amplificado mediante RT-PCR se purificé en gel, y la secuencia se
determind en las instalaciones de secuenciacion de la Universidad del Estado de lowa (Ames, 1A). Para la RT-PCR y
secuenciacion se usé el par de cebadores nsp2-2144F/nsp2-2694R (Tabla 5), y se amplifico la region nucleotidica
(2144 a 2694 del genoma de SD01-08) que contiene la insercion de GFP y la supresion de ES4. En SEC ID NO. 43
(Tabla 7) se proporciona la secuencia de longitud completa del virus marcador de GFP/AESA4.

Estabilidad in vivo del marcador de GFP/AES4. Para determinar la estabilidad de los marcadores de GFP/AES4, se
usaron muestras séricas de 7 a 28 dpi para el aislamiento del virus en células MARC-145. Los virus se recuperaron
de las muestras séricas recogidas a 7, 14 y 21 dpi, y no se aisl6 virus de las muestras séricas recogidas desde el 28
dpi. En cultivo celular, sélo se observé una pequefia poblacion de células infectadas que muestra una fluorescencia
de GFP débil con los virus aislados desde 7 a 14 dpi y no se observé ninguna fluorescencia de GFP en células
infectadas con los virus aislados a partir de 21 dpi. Sin embargo, la tincion inmunofluorescente usando el anticuerpo
monoclonal especifico contra la proteina de la nucleocapside, SDOW 17, confirmé la presencia de una gran
poblacién de virus, similar a lo observado en el estudio in vitro (Fig. 11). La estabilidad de la insercion de
GFP/supresion de AES4 se determind secuenciando las regiones correspondientes. Los resultados confirmaron la
presencia de la supresion de ES4, y la GFP permanecio intacta como un gen de longitud completa. Sin embargo, los
resultados de la secuenciacion revelaron dos mutaciones de punto que se localizaron en el nucleétido 144 (Ca T)y
en el nucledtido 289 (C a T) de la GFP. La mutacion del nucleétido 144 fue silenciosa, pero la mutacién del
nucleétido 289 provocé la mutacion de aminoacidos de arginina (R) a cisteina (C) en la posicion 97 de la GFP, lo
que es consistente con nuestro analisis de secuenciacion in vitro (Fig. 12). De forma interesante, todavia hubo una
pequefia poblacion del gen de GFP no mutado detectada en los virus aislados desde 7 y 14 dpi. Para cada dpi, se
secuenciaron virus aislados de tres cerdos, y la secuenciacion se llevé a cabo usando cebadores tanto directos
como inversos, dando como resultado un total de seis secuencias para cada dpi. Para los virus aislados a partir de 7
dpi, se encontr6 que 1/6 secuencias no tienen mutacion en la posicion 97, y se determind que las otras cinco
secuencias contienen la mutacién R a C. Para los virus aislados a partir de 14 dpi, no se identificaron mutaciones en
2/6 secuencias, y estas dos secuencias procedieron de dos cerdos diferentes. También se identificé que las otras
cuatro secuencias contienen la mutacion R a C. Todas las secuencias generadas a partir de los virus de 21 dpi
contenian la mutacién R a C. Este dato fue consistente con un informe previo (Kim et al., 2007) de que la pérdida de
fluorescencia de GFP es debida a la mutacion R a C. La presencia de una pequefia poblacion de la GFP no mutada
daria cuenta de las células débilmente fluorescentes observadas en el cultivo celular. Estos resultados sugieren que
la seleccion puede haber ocurrido gradualmente para generar la mutacién a favor de la replicacion virica mejorada.

ELISA a base de GFP vy del epitopo de ES4. Se llevaron a cabo ELISAs usando placas de microtitulacion de 96
pocillos Immulon Il HB (Thermo Labsystems, Franklin, MA). La proteina recombinante se diluyé en tampén de
revestimiento (carbonato de sodio 15 mM-bicarbonato de sodio 35 mM, pH 9,6), y las placas se revistieron con 100
ul del antigeno diluido en las columnas 1, 3, 5, 7, 9 y 11. Las columnas 2, 4, 6, 8, 10 y 12 se trataron con 100 ul de
tampon de revestimiento como control de fondo. Las placas se incubaron a 37°C durante 1 hora, y después los sitios
gue se unen a proteina en exceso se bloquearon con leche al 10% en tampén de PBST (1x PBS con 0,05% de
Tween 20) a 4°C toda la noche. Los sueros de los ensayos se aplicaron a diluciones 1:5 en tamp6n de PBST con
leche al 5%. Después de una incubacion de 1 hora a 37°C, las placas se lavaron con PBST y se afiadié anti-lgG
porcina de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD),
para unirse a cualesquiera anticuerpos séricos de PRRSV que se unen al antigeno en las placas. Las placas se
incubaron a 37°C durante otra hora, se lavaron, y se afiadié el sustrato de peroxidasa ABTS (Kirkegaard & Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD) para el desarrollo del color. El desarrollo del color se cuantificé leyendo a 405 nm
con un lector de microplacas EL800 (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT.) controlado por el software XChek
(IDEXX Laboratories).

Se desarrollé un ensayo de diagnéstico diferencial de compafiia para diferenciar animales que se vacunaron con la
vacuna marcadora de aquellos que se infectaron de forma natural con los virus de campo. Debido a que se usaron
dos marcadores, la insercion de GFP (marcador positivo) y supresion de ES4 (marcador negativo), se desarrollaron
ensayos ELISA a base tanto de GFP como del epitopo de ES4 para la detecciéon de los marcadores. Tanto GFP
como los epitopos de ES4 se expresaron como proteinas recombinantes solubles. Se evaluaron estos dos ensayos
de ELISA para detectar los anticuerpos especificos. La Fig. 15A muestra los resultados del ELISA a base del epitopo
de ES4, y la Fig. 15B muestra los resultados del ELISA a base del antigeno de GFP. Los cerdos se expusieron a los
42 dias después de la infeccidon y se muestran como una linea vertical punteada en la Fig. 15A. Como se esperaba,
la infeccién de los cerdos del Grupo 1 con el virus marcador de GFP/AES4 no indujo una respuesta de anticuerpos
detectable contra el epitopo de ES4 suprimido (Fig. 15A), pero indujo una respuesta de anticuerpo potente contra el
antigeno de GFP, partiendo desde 14 dpi y continuando durante el estudio hasta 62 dpi (Fig. 15B). Por el contrario,
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los cerdos del Grupo 2 que se infectaron con el virus progenitor, se pudo detectar anticuerpo especifico de la
proteina recombinante de ES4 a 21 dpi, y también dur6 hasta 62 dpi (Fig. 15A), mientras que no se detectd ninguna
respuesta de anticuerpo especifica contra el antigeno de GFP (Fig. 15B). Después de exponerlos a 03-15, los
cerdos del Grupo 1 mostraron una respuesta de anticuerpo detectable al epitopo de ES4 una semana después de la
exposicion, puesto que el virus 03-15 contiene el epitopo de ES4 (Fig. 15A). No se detectd ninguna respuesta de
anticuerpo especifica en ELISAs basados tanto en GFP como en el epitopo de ES4 para las muestras séricas
procedentes de los tres cerdos de control negativo estricto (Figs. 15A y 15B).

Muestras séricas de otros animales infectados con PRRSV de Tipo 1 y Tipo 2. Un requisito basico para el marcador
negativo es que la region antigénica deberia ser capaz de reaccionar con un amplio abanico de virus de campo.
Para asegurarse de que el epitopo de ES4 puede ser reactivo en diversas cepas viricas, se usaron muestras de
suero procedentes de cerdos infectados con cada una de cuatro cepas representativas del virus de Tipo 1
norteamericano, SD01-07, SD01-08, SD02-11, y SD03-15 (Lawson et al., Proc. Conf. Res. Work. Anim. Dis., abstr.
99, 2005). Los aislados de SD01-07 y SD01-08 se obtuvieron de piaras que no muestran enfermedad clinica, y
SD02-11 y SD03-15 procedieron de piaras con una morbimortalidad sustancial en cerdos jovenes. Estos cuatro
aislados también se agrupan en diferentes ramas del arbol filogenético desarrollado para aislados de PRRSV de
Tipo 1 de origen norteamericano (Fang et al., 2007). Las muestras de suero procedentes de cerdos experimentales
infectados con el virus de Tipo 2, VR2332, se obtuvieron de la fuente de reactivos compartida del PRRSV
Cooperative Agriculture Project (CAP). Como se muestra en Fig. 15C, el epitopo de ES4 reacciond con antisueros
procedentes de todos los cerdos infectados con estas cuatro cepas viricas. Los resultados se presentan como
valores medios (n = 6). La respuesta de anticuerpo se detect6 a 14 dpi, y dur6 mas de 62 dpi. Sin embargo, el
ensayo posterior de muestras de suero procedentes de un grupo de cerdos experimentales infectados con la cepa
prototipica de Tipo 2, VR2332, no mostré reactividad con el epitopo de ES4 en el ELISA (datos no mostrados). Por
lo tanto, se necesitaria otro ensayo seroldgico para diferenciar a los animales infectados con los virus de Tipo 1 de
aquellos animales infectados con los virus de Tipo 2.

I1l. Discusién

Se construyeron dos marcadores genéticos en la region nsp2 del virus de PRRS. El marcador positivo (insercién de
GFP) permitira la deteccion de los animales que han sido vacunados, mientras que el marcador negativo (supresion
del epitopo de ES4) permitira detectar la presencia de virus de tipo salvaje en los animales. En comparacion con el
MLV preparado mediante técnicas tradicionales de multiples pasadas de cultivos celulares, las vacunas construidas
usando este tipo de supresiones/inserciones atenuantes definidas de forma precisa, y el uso de tecnologia genética
inversa, reducen el riesgo potencial de inversion a virus de tipo salvaje virulentos.

Las vacunas marcadoras son Utiles solamente si existen ensayos adecuados (ensayos de diagnostico de compafiia)
para monitorizar los niveles de vacunacién y seguir el transcurso espacial de la infeccion. El ELISA a base del
antigeno de GFP detecté un nivel elevado de la respuesta anti-GFP en el grupo de cerdos infectados con el virus
marcador. El ELISA basado en el epitopo de ES4 también detectd un nivel elevado de respuesta de anticuerpo en el
grupo de cerdos infectados con el virus progenitor, pero parecié desarrollarse de forma mas lenta que la de la
respuesta anti-GFP. Se puede detectar una respuesta anti-GFP robusta de nivel elevado a 14 dpi en cerdos
infectados con el virus marcador, mientras que la respuesta de anticuerpo anti-ES4 se detecté a 21 dpi y alcanz6
mayores niveles a 28 dpi en cerdos infectados con el virus de tipo salvaje. El epitopo de ES4 posee los valores
hidréfilos mas elevados (Hopp y Woods, 1981) entre los seis epitopos de células B identificados en la nsp2 del virus
de Tipo 1 (Oleksiewicz et al., 2001). El analisis de las secuencias de aminoacidos de nsp2 actualmente disponibles
de PRRSYV de Tipo 1 (Meulenberg et al., 1993; Fang et al., 2007) mostré que esta region posee 63,6% a 100% de
identidad de secuencias de aminoacidos en el genotipo de Tipo 1. El andlisis de las secuencias proteicas mostré que
la region del epitopo de ES4, AA736-AA790, contiene realmente siete epitopos pequefios de células B (PepTool,
BioTools, Inc., Edmonton, Alberta, Canadd). El epitopo AA745 - AA754 y AA768 - AA780 estan bien conservados en
el genotipo de Tipo 1. El dato de ELISA de ES4 fue consistente con el analisis de secuencia proteica, demostrando
gue el epitopo de ES4 puede reaccionar con muestras de sueros procedentes de animales infectados con cuatro
cepas de campo representativas de PRRSV de Tipo 1. Sin embargo, el epitopo de ES4 no reacciona con las
muestras séricas procedentes de animales infectados con aislados de Tipo 2. En comparacion con los epitopos de
células B identificados en la region nsp2 (Oleksiewicz et al., 2001; de Lima et al., 2006), ninguno de los epitopos
identificados en la region nsp2 se conservd entre los aislados de Tipo 1y de Tipo 2. Por lo tanto, es necesario otro
ensayo de diagnostico para diferenciar cerdos vacunados con el mutante de la supresion del epitopo de ES4 de
aquellos cerdos infectados con cepas de campo de Tipo 2.

El epitopo de ES4 en la regién nsp2 parece ser no esencial para la replicacion del PRRSV, pero puede desempefiar
un papel importante en la atenuacion y patogénesis virica in vivo. La insercion de la GFP sola no redujo
sustancialmente las propiedades de crecimiento in vitro del virus; sin embargo, cuando se suprimio el epitopo de
ES4 en direccién de la GFP, el titulo virico se redujo al menos dos logaritmos en comparacién con el de los virus
progenitores. La morfologia de placas también demostrd efectos negativos de los marcadores en el crecimiento
virico. La caracterizacién in vivo demostré6 ademas que el virus marcador de GFP/AES4 se atenu6 con un menor
nivel de viremia y un mayor nivel de respuesta de anticuerpos neutralizantes que el del virus de tipo salvaje. El
analisis de las secuencias proteicas ha demostrado que la regién del epitopo de ES4 contiene el valor hidrofilo mas
elevado en la nsp2 (Hopp y Woods, 1981).
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Sorprendentemente, la supresion del epitopo de ES4 mejoré la estabilidad de la insercién de GFP en la nsp2. Otra
observacion interesante es la pérdida de fluorescencia de GFP in vitro e in vivo, aunque el gen de GFP permanecio
intacto. El andlisis de secuencias identificé la mutacién Arg-97 a Cys en la GFP. La mutacion Arg-97 a Cys es
exactamente la misma mutacion de aminoéacidos identificada en GFP que se insert6 en la region nsp2 de un virus de
Tipo 2 (Kim et al., 2007). Como se indica por Kim et al (2007), Arg-97 desempefia un papel clave en la formacion
cromoférica de GFP, lo que sugiere que la formacion cromoférica puede afectar a la funcion de nsp2. Ademas,
puesto que Cys es el aminoacido implicado normalmente en la formacion del enlace de disulfuro en la proteina,
puede ser necesario el enlace de disulfuro adicional para mantener la conformacién correcta de nsp2 a fin de que
funcione. No obstante, la GFP retiene su inmunogenicidad in vivo, y funciona como un marcador positivo excelente
para la diferenciacion entre animales vacunados y los infectados con el virus de tipo salvaje.

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes en esta memoria descriptiva son indicativas del nivel de pericia
normal en la técnica a la que pertenece esta invencion.

La invencion se ha descrito con referencia a diversas realizaciones y técnicas.
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cctacataca

atgatgtgta gggtatcccee caacactttt tgtgtttgtg tactttggag 60
gegtgggtac agccccgcecc caccccttgg ccocetgttcet agoecaacag gtatccttcet 120
cceotegggge gagtgegeeg cctgctgcte cottgcagtg ggaaggacct cocgagtatt 180
tccggagage acctgettta cgggatctce accctttaac catgtctggg acgttetecce 240
ggtgcatgtyg caccccggcet goccgggtat tttggaacge cggccaagtce ttttgcacac 300
ggtgtctcag tgcgcggcct cttctctctec cggaacttca ggacactgac ctcggtgtag 360
ttggattgtt ttacaagcct aaggacaaga ttcactggaa agttcctate ggeattcectce 420
aggtggagtg tactccatcc gggtgctgct ggctcteage cgtattcect ttggegcgcea 480
tgacttccgg taatcacaac ttectccaac gacttgttaa ggttgctgat gttttgtatce 540
gecgatggttg cttggcgect c¢gacacctcoc gtgaacteca agtttacgag cgcggttgta 600
getggtacce aattacgggg cccgtacccg gaatgggttt gtttgcgaac tccatgcacg 660
tgtctgacca gccgttecet ggtgccaccce atgtgttgac taactegect ctgectcage 720
gggcgtgoeyg gcagecgtte tgtccatttg aggaagctca ttctgacgtt tacaggtgga 780
agaaatttgt gatttttacg gactcctctc ccaacggtcg atttcgcatg atgtggacgce 840
cggaatccga tgactcagece gcocctggagy tgctgcocgec cgagttagaa cgtcaggteg 800
agatectcac tcoggagtttt cccgectcatce accctatcaa cctagctgac tgggagetcea 960
ctgagtccco tgagaacggt ttttcttteg geacgtecca ttecttgegge cacategtee 1020
agaaccccaa cgtgtttgac ggcaagtgect ggctcacctg ctttttggge caatcggetg 1080
aagtgtgcta ccacgaggaa catctagcta acgccctegg ttaccaaacc aagtggggeg 1140
tgcatagtaa gtacctccaa cgcaggcttc aagtccgcgg catgcegtget gtggtcgatce 1200
ctgacggccc tattcacgtt gaagegetgt cttgctecca gtettgggtc aggcacctga 1260
ctctgaataa tgatgtcacc ccaggattcg ttcgcctgac atccatccgce attgtgtcca 1320
acacagaacc caccgctttc cggatctttc ggtttggagc acataagtygg tatggcegetg 1380
ccggcaaacyg ggctcgtgce aaacgtgcca ccaaaagtgg gaaggattcg goectogete 1440
ccaagattge cccaccggtc cccacctgtg gaatcaccac ctactctcca ccgacagacg 1500
ggtcttgtgg ttggcacgtt cttgccgcca tagtgaatcg gatgataaac ggtgacttta 1560
cgtceccect gectcagtac aacagaccag aggatgattg ggettcetgat tatgatcttg 1620
ctcaggcgat tcaatgttta caactgectg ccaccgtggt tcggaatcgc goctgtcocta 1680
acgeccaagta cctcataaag ctaaacgggg ttcactggga .agbtagaggtyg agatctggaa 1740
tggctcectcg ttccetttcect cgtgaatgtyg tagttggegt ttgcectctgaa ggctgtgtcg 1800
caccgectta tccagecggac gggcttecta aacgtgceact cgaggecttg gegtcetgect 1860
acagactacc ctcagattgt gttagctctg gtattgctga ctttcocttget gatccacctc 1920
ctcaggaatt ctggactctc gacaaaatgt tgacctcccc gtcaccggag cggtecgget 1980
tctcecagett gtataaatta ctcettagagg ttgttecgeca aaaatgtggt gctacggaag 2040
gggctttegt ctatgectgtt gagaggatgt taaaggactg tccgagcccc gaacaggceca 2100
tggceccttct ggcaaaaatt aaagttccat cctcaaagygce cccgtetgtg teccttggacg 2160
agtgttttcc tgocgggtgtt ccagccgact tcgageccage atttcaggaa aggcocccaaa 2220
gtccecggtge tgectgtcgec ctgtgttcac cggacgcaaa agggttcgag ggaacagect 2280
cggaagaagce tcaagagagt ggccataagg cogtcecacge tgtacecctt goccgaaggtc 2340
ccaataatga acaggtacag gtggttgctg gtgagcagct agagctcggce ggttgtggtt 2400
tggcaatcgg gagtgctcag atggtgagca agggcgagga gctgttcacc ggggtggtgce 2460
ccatecctggt cgagctggac ggcogacgtaa acggccacaa gttcagegtg tccggcgagg 2520
gcgagggega tgccacctac ggcaagctga ccctgaagtt catctgcacc accggcaage 2580
tgeeccgtgec ctggeccace ctegtgacca ceoctgaccta cggegtgcag tgettcagee 2640
gctacceccga ccacatgaag cagcacgact tcttcaagtc cgccatgccc gaaggcetacg 2700
tccaggaacg caccatcttc ttcaaggacg acggcaacta caagacccgc gccgaggtga 2760
agttcgaggg cgacaccctg gtgaaccgca tcgagctgaa gggcatcgac ttcaaggagg 2820
acggcaacat cctggggcac aagctggagt acaactacaa cagccacaac gtctatatca 2880
tggccgacaa gcagaagaac ggcatcaagg tgaacttcaa gatccgccac aacatcgagg 2340
acggcagcgt gcagctcgoc gaccactacc agcagaacac ccccatcgge gacggececccyg 3000
tgctgctgec cgacaaccac tacctgagca cccagtcoge ¢ctgagcaaa gaccccaacg 3060
agaagcgecga tcacatggtc ctgctggagt tegtgaccge cgccgggate actcteggeca 3120
tggacgagct gtacaagtcc tctacagggc ccatactccg tcatgttgag cactgeggca 3180
cagagtcagg cgacagcagt tcgecttbgg atctgtettt tgcgcaaacg ttggaccage 3240
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ctttagatct atccttggcc gottggccgyg tgaaggeocac cgcecgtctgat cctggetggg 21300
tcogeggtag gtgcgagect gtcotttttaa agectcggaa agetttctcet gatggcgatt 3360
cggcecttca gttcggggag ctttcotgagt ccagctctgt catcgagttt gaccagacaa 3420
aagatactct ggtggctgac goccctgttg acttgacgac ttcgaacgag gccecctctckg 3480
cagtcgaccece ttccegaattt gtcgaactca ggcgcccecgocg tcattccgca caagccttaa 3540
ttgaccgagg cggtccactt gctgatgtcce atgcgaaaat aaagaaccgyg gtgtatgaac 3600
agtgecteca agettgtgag cctgagtagtc gtgcaacccoe agcecaccagg gagtggcteg 3660
acaaaatgtyg ggatagggty gacatgaaaa cttggegeotg cacttcacag ttccaggecyg 3720
gtcgcattct tgcgtcccte aaatttctte ctgacatgat tcaagacacg cegcctcctg 3780
tccccaagaa gaaccgagct agtgacagtg ccggtcagac cgtecctccg cctacggata 3840
tcrcageaaga ggatgecacce ccctecgacyg ggttatecca tgcatcecggat ttttcotagte 3500
gagtgagcac gagctggagt tggaaaggec ttatgetttc cggcaccecgt ctegeggggt 3960
ctgctggtca gcgectcatg acatgggttt ttgaagttta ctcccatctc ccagctttta 4020
tactcacact tttcecteogeoeg cggggcetceta tggectecagg cgattggttg tttgecaggtg 4080
ttgttttact tgctctcttg ctctgtegtt cttacccaat actcggatge cttecocttac 4140
tgggtgtctt ctctggttct ttgeggegtg tteogtcoctggg tgtttttggt tottggatgg 4200
cttttgctgt atttttattc tcgactccat ccaacccagt cggttcttet tgtgaccacg 4260
attcgccgga atgtcatgect gagcecttttgg ctcttgagca gogccaactt tgggaacctg 4320
tgcgceggeoct tgtggttgge coctcaggte tcttatgtgt catccottgge aagttactcg 4380
gtgggtcacg tcatctctgg catgttatce tacgtttatg catgcttaca gatttggccecc 4440
tttctettgt ttatgtggtg teoccaaggge gttgtcacaa gtgttgggga aagtgtataa 4500
ggacagctcc tgctgaggtg gctctcaatg tatttocttt ctegecgegec actcgcaact 4560
ctctcacatc cttgtgtgat cggttccaaa ctcctaaagg agttgatccc gtgcacttgg 4620
caacgggttg gcgcgggtgt tggcgtggtg agagtcccat ccatcaacca caccaaaage 4680
ccatagctta tgccaatttg gatgaaaaga aaatatctgce tcaaacggtg gttgotgtcec 4740
catacgaccc cagtcaggct atcaaatgtc tgaaggttcet gcaggcecggga ggggctatcg 4800
tggaccagcec tacgeoctgaa gttgttegtg tgtcoctgaaat ccccttttca gceccccatttrt 4860
tcccaaaagt tccagtcaac ccagattgca ggattgtggt ggattcagat acttttgtgg 4920
ctgcagtccg ctgcggttac tegacagcac aactggtcct aggccgggge aacttitgcca 4980
agttgaatca gaccocectt agggactctyg cctocaccaa aacgactggt ggggcctett 5040
atactctbge tgtggctcaa gtgtctgtgt ggactcttgt tcatttcatc cteggtetet 5100
ggttcacatc acctcaagtg tgtggccgag gaaccgctga cccatggtgt tcaaatccct 5160
tttcgtatcc tgcctacggce cetggagttg tgtgetectce tcocgactttat gtgtetgeceg 5220
atggggtcac cctgccattg ttctcagctg tggcacaact ctccggtaga gaggtaggga 5280
ttettatett agtgettgtt teocttgactg ceottggccca tcegectgget cttaaggcag 5340
acatgttagt ggtcttttca gectttttgtg cttacgectg geccatgage tcoctggttaa 5400
tectgettctt Coctatacte ttaaagtggg ttacccttca ccccctcact atgotttggy 5460
tgcactcatt cttggtgttt tgtatgccag cagccocggcat cctctcacta gggataactg 5520
gecttoctoctg ggcagttgge cgctttacce aggttgcoccgg aattattaca ccttatgaca 5580
tccaccagta tacctctggg ccacgeggtg cageoccecgetgt agccacagec ccagaaggcea 56490
cttatatggc cgccgtccgg agagcectgcott taactggacg aactttgatce ttcacccegt 5700
ctgcggtcgg atcccttett gaaggtgctt tcaggactca taaaccctge cttaacaccg 5760
tgaatgttgt gggttcttcc cttggttctg gaggggtttt taccattgat ggcagaaaga 5820
ccgtcgtcac tgctgctcat gtgttgaacg gogacacagce tagagttacce ggegactctt 5880
acaaccgcat gcacactttt aagaccagtyg gcgattatge ctggteccat gectgatgact 5940
ggcagggogt tgcccctgtg gtcaaggttg cgaaggggta tcgogdtcgt gocctactgge 6000
aaacatcaac cggtgtcgaa cccggegtca ttggggaagg gttcocgocttc tgtttcacca 6060
actgtggcga ttcggggtca cccgtcatct cagaatctgg tgatctcatc ggaatcecata 6120
ccggttcaaa caaacteggt tctggtcettyg tgacgacccece tgaaggggaa acctgcocgcca 6180
tcaaagaaac caagctctct gacctttcca gacattttge gggcccgage gtccctettg 6240
gggacattaa attgagtccg gccatcgtcc ctgatgtaac atctattceg agtgacttgg 6300
catcgctcct agcecttccgte cctgtaatgg aaggcggcct ctcgaccgtt caacttctgt 6360
gtgtcttttt ccttctctgg cgratgatgg goccatgectg gacacccatt gttgoegtgg 6420
gcttcttttt gctgaatgaa attettccag cagttttggt ccgagccgtyg ttttectttyg 6480
cactctttat tcttgcatgg gccaccccct ggtccgcaca ggtgttaatyg attagactcc 6540
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tcacggcatc cctcaaccgc aacaagttgt ctctggegtt ctacgcactt gggggtgtcg 6600
tcggtttgygc cgcetgaaatc ggggcettttg ccggoagget gectgaattg tctcaagctc 6660
tttcgacata ctgtttctta cctagggtce ttgccatgge cagttatgtt cccatcatca 6720
tcattggtgg actccatgcc ctcggtgtga ttctgtggtt gttcaaatac cggtgoctec 6780
acaacatgct ggttggtgat gggagtttct caagegettt cttcoctacygyg tattttgcag 6840
agggtaatct tagaaaaggt gtttcacagt cttgtggcat gagtaacgag tcectgacgg 6900
ctgctctage ttgcaagtbtyg tcgcaggetg accttgactt tttgtecage ttaacgaact 6960
tcaagtgctt tgtatctgct tcaaacatga aaaatgctgc cggccagtat attgaagcag 7020
cgtatgccaa ggceccctgcege caagagttgg cctcectagt tecaggttgac aaaatgaaag 7080
gaattttgtc taagcttgag goctttgetg aaacagccac tcoccgtcecctt gacgcaggtg 7140
acgtggttgt tctgettggg caacatccte acggatccat ectcgatatt aatgtgggga 7200
ctgaaaggaa aactgtgtcc gtgcaagaga cccggagctt aggtggttcc aaattcagtg 7260
tttgcactgt cgtgtcraac acacccgtgg acgcecttaac tggcatccca ctccagacac 7320
caaccectet ttttgagaat ggteccgegte accgtggtga ggaagacgat cttagagtcg 7380
agaggatgaa gaaacactgt gtgtccctcecg gcttccacaa cattaatggce aaagtttact 7440
gcaaaatttg ggacaagtce accggtgata ccttttatac cgatgattec cggtacaccce 7500
aagaccttge attccaggac aggtcagccg actacagaga cagggattat gagggtgbtge 7560
aaaccgccce ccaacagggce tttgatccaa agtctgaaac ccoctattgge actgtggtga 7620
tcggoggtat cacgtataac aggtacctga tcaaaggtaa ggaggtcecttg gttecccaage 7680
ctgacaactg ccttgaagct gococaagcebtgt cccottbtgageca agcectcectcget gggatgggec 7740
aaacttgcga ccttacagcet gccgagatgg aaaagttgag gcgcatcatt agceccagctcec 7800
aaggtttgac cactgaacag gctttaaact gttagccgec agcggcecttga cceccgetgtbtgg 7860
cogeoggecgge ttagttgtaa ctgaaacagce ggtaaaaatc gtaaagtacc acagcagaac 7920
tttecacccta ggccctotgg acctgaaagt cacctcocgag gcotgaggtaa agaaatcaac 7980
tgagcagggc cacgctgttg tggcaaactt atgttctggt gtcatcttga tgagaccktca 8040
cccaccgtce cttgttgatg ttcttoctgaa acccggactt gacacaaaac ccggcecattca 8100
accagggcat ggggccggga atatgggegt agacggcetet acttgggatt ttgaaaccge 8160
acccacaaag gcagaacttg agttgtccaa acaaataatt caagcatgtg aagttaggcg 8220
cggggacgece ccgaacctec aacteectta caagctcetat cctgttagag gggatcctga 8280
gcggcatggg ggccgoectta tcaataccaqg gtttggagat ctatcttaca aaaccectca 8340
agacaccaayg tcecgcaatcce atgoggcecbtg ttgcctgcac cocaacgggg ccoctgtgte 8400
tgatggtaag tcaacactag gtaccaccct tcaacatggt ttcgaacttt atgtccccac 8460
tgtgcecctat agtgtcatgg agtacctega ttcacgecect gacaccceccett tcatgtgcac 8520
taaacatggt acttccaagg ctgctgcaga agacctccaa aaatacgacce tatctactca 8580
aggatttgtc ctgccocgggg tcecttacgeet tgtacgcaga ttcatctttg goccatattgg 8640
taaggcaccg ccattgttcc tcccgtcaac ctatcceget aaaaattcta tagcagggat 8700
caatggccag aggttcccaa caaaggacdt ccagagcata cctgaaattg acgaaatgtg 8760
tgeceocgogee gtcaaggaga attggcecaaac tgtgacacct tgtaccctca agaaacagta B8B20
ctgttccaag c¢ccaaaacca ggaccatcct gggcaccaac aactttattg ccctggctca 8880
ccgatcggey ctcagtggtg tcacccaggce attcatgaag aaggcettgga agtcccoccgat 8940
tgeoccttggga aaaaacaaatb tcaaggadgct gcattgcact gtegecggeca ggtgtcttga 9000
agccgacttg gectectgtg accgcagcac cccocgccatt gtgaggtggt tegtcgccaa 9060
cctecectgtat gaacttgcag gatgtgaaga gtacttgcct agctatgtyge ttaactgetg 9120
ccatgacctt gtggcaacac aggatggtgc cttcacaaaa cgcecggtggece tgtcecgtcecgg 92180
ggacccegtc accagtgtgt ctaacaccgt atattcactg ataatctatg cccagcacat 9240
ggtgttgtcg gecttaaaaa tgggtcatga aatcggbtctce aagttectcg aggaacaget 9300
caaattcgag gacctcctcg aaatccagcce tatgbtggtc tattctgatg accttgtett 9360
gtacgctgaa aggccCactt ttcoctaatta tcactggtgg gtcogagcacc trgacctaat 9420
gctgggtttc agaacggacc caaagaagac agtcataact gataaaccca gecttcctegg 9480
ctgcagaatt gaggcggggc gacagctggt cectaatcgce gaccgeatcec tggctgctcot 9540
cgcatatcac atgaaggcgce agaacgcctc agagtattat gegtcectgectg cegcaatcct 9600
gatggattca tgtgcttgeca ttgatcatga ccctgagtgg tatgaggace tcatctgegg 9660
tatcgeccga tgogecegee aggatggtta tagtttcoccocca ggeoccggcat ttttecatgte 9720
catgtgggaa aagctgagaa gtcacaatga agggaagaaa tttcgacact goggcatctg 9780
cgacgccaaa gcocgaccatg catccgoCtyg tgggecttgat ttgtgtttgt tccactcaca 9840
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ctttcatcaa
ttcgcagtgt
aatcctgtac
cgatccgyggg
caatgaagtt
agacataaac
accaggttcc
cacacccacc
tattccagga
gctegtggeco
taatcatctg
tcaacaactt
aaagcaactg
ttacagggag
tgtggcettt
catagactca
gtcectaaat
ttatgaccct
caaccttgtg
aactgtagceg
caagtctcetc
agtggcacat
aaaggagtta
tcgacttagtc
agggtatgtg
cacgctatac
catagccact
ccceccacgca
atcaaaatac
geceggeaygyg
gccatacctg
cgtccgacta
gtcagcgcectg
tgatccgtgt
ggccgacctg
gttcgaggac
tggctttgaa
ctacactgac
tcgtgaccat
ccggctygecyg
taaaatcage
tgtecattttc
tctcagagtg
atcgaaggtc
ttaagcaccc
tctectegeeg
tcggtgagyge
tggccgcagt
atcttgecegt
ttttcececcac
tgcatgctee
tgcgaattece
cgagctgacc
aaggctcgag
tgaccatgat

cactgccccy
cagtcacctg
aaacctcctce
aggtaccagt
gatcttectg
atggtaaagg
ggaaagacca
catcagacca
gcctecaggac
agcgggcacyg
gacattctca
caccctgteg
accactattt
aagcttgaat
ggtcaggtgc
tcccaggggg
aaatccegag
cacaaccagc
ttcagccgtg
aaggccctag
ttagctgett
aacctggggt
gcgccacatt
gctagtatgce
grcgggeegt
atcaggggtg
gactgccggyg
ttcattggcg
ctacccagga
gctgctaaag
caacctgaga
atggtctgga
cctgactatg
ataggaccgg
gcagtgacac
ctcgggeege
aatactgagg
tacaactggg
acatatcatt
cctggacgag
cagctgttcyg
cttgcecatac
gtttgcteeg
ctatgaaagc
attgggtata
catttaccag
cactctcacg
agaggcggat
tggcaatgtg
gccaggtacg
cattttttce
agctctacge
atcaattata
ccecggtogta
gagttgttaa

tcactctgag
ttggggctgg
gtacagtcat
cceogtegagg
atggggacta
tggcttgcaa
cctggttact
tgtttgatat
ttectttcee
tcceccggeeg
gactgctttc
gctttgactc
atagatttgg
ctaaggctag
tgacaccata
ccactttcga
cacttgtage
tcecaggagtt
gggatgatct
ggacaggtee
gttcggeccag
tttacttctc
ggccagtggt
gcccaattga
ccacctttct
agceccecaggce
agtatctcga
atgtcaaagg
cecctgectaa
ccatgtgcac
cggegtogaa
aaggagccac
ccaggtctat
caacagccaa
cgtatgatta
agtggaagat
attgggcaat
attgtgttcg
ttgccceegyg
agccgtaaac
tggatgcett
tgtttgggtt
cgcttcoctecyg
ttgttgccca
ctttggcaca
accatggaac
aagctatcaa
tcttgcecget
agcctacagt
aggcccaagt
tctgtggctt
tatgtttttg
ccatatgcat
acatgtggtg
tgtccatccc

ctgtggtcat
cagatctcct
catgaaggtyg
tccttgttgea
ccaagtagtyg
tgtactactc
gagtcaagtc
agtcagtget
accacctgee
aacatcatac
caaaacaccc
ctactgttat
ccctaacatce
gaacaccagg
ccataaagat
cattgtgaca
catcactcgg
tttcaacctg
ggtagttctt
atctcgattt
tctggagggy
cccagacagt
tactcaccag
tgccegetac
tggtactcct
cttgccagag
cgcggctgag
taccacggtc
ggactctgtt
tctcactgat
atgctggaaa
cgcctattte
tcagcttccce
ccgcaaggtc
cggtgcccag
tttggggttyg
ccttgcacgc
agaacgcceca
cacggaattg
ttggagtgat
cactgagttt
caccgtegcea
ttegegetct
actgcaggcc
tgcgagtttc
attcaggtca
agcttgatat
ttctcagete
acaacaccac
tgaccgactt
catctgttac
gtttccattyg
gcocctgtett
cagaataggg
gtccgggtac

catgccggtt
cttgatgccg
ggtaacaaaa
gtcaagaggg
cctettttac
agtaagttca
caggacgatg
ctcaaagttt
aggtccgggce
ctcgatgagg
ctcgtgtgtt
gtgtttgatc
tgcgcagcca
gtggtcttta
cgcatcggcet
ttgcatctac
gcaagacacyg
atccctgage
agtgcggaca
cgagtatcag
agctgtatge
ccagcatttg
aacaatcggg
agcaagccaa
ggtgtagtgt
acactegttt
gaagaggcay
ggggggtgte

.getgtagttyg

gtgtatctecc
ctcaaattag
cagttggaag
aaggacgccg
gtgcgaacca
aacatttitga
cagcccttea
cgtatgagtg
cacgccatcet
caggtagagce
gcaatggggt
cttgtcagtg
ggatggttat
gccattcact
ggatgtccca
ccacctgatt
agcggectgg
agttactcat
acgactcgtg
gttggatcgce
cagacaatgg
cttgttcata
geoccacggca
accagtcaag
catgataggt
gacaacctca

caagggaatg
tgctaaaaca
caacggccct
gtattgcagg
caacttgtaa
tagtggggce
atgtcattta
gcaggtattce
cgtgggttag
ctggatattg
taggtgacct
agatgcctca
tccagccttyg
ccacctggcc
ctgcgataac
catcaccaaa
ggttgttcat
gcactgattg
atgcagtcac
acccgaggtg
cactaccaca
cacctctgec
cgtggeccga
tggtcggtgc
catactacct
caacaggacyg
caaaagaact
accacatcac
gagtaagctc

ccgaactccg

acttcaggga
gacttacatg
ttgtgtacat
cagactggcg
caacagcctg
ggcgggcatt
acqggcaaaga
acgggegtge
tgggtaaacc
cactgtggag
tggttgatat
cggtctttct
ctccegaact
caatttgcat
gatgagatgy
aaatatgtgg
ttecaacatce
atgctaaaaa
gttgaactca
ctecatcagtyg
gtgctttggce
acacatcatct
cagctcgcca
gtygaggagcg
aacttgaggg

9900

93960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11¢40
11700
11760
118290
118890
11940
12000
120690
121290
121890
122490
12300
12360
12420
124890
125490
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140

20
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atattatgct
gttcgggata
cgagcatggt
ggtatattat
gettttttee
ccctgtitcet
atggtcctte
gttceccteccea
ataacggcca
gcgtgecttt
gtctctggceg
catacccage
tctgraatga
aatgttctca
tgctgtgtac
aatacatata
ttgaatgggc
gttttetcac
gatttgtcgyg
tcgtatgett
ggttcaccaa
tggtagaaaa
tcctcgaagg
agataatttt
atacacacct
gcacatcecta
tcattctacce
ctacagccte
ccggegatac
ctcagcgtct
cactctagta
agtggttaac
cggctccaat
taaagtccca
cacattttcc
ccctetgett
catccagecgyg
gcctgatteg
tgaatggccg
ggggtcatac

tggctggcett
gggaatgtgt
ggactcaatt
caccaccaaa
tcctggttgg
cgacgcatct
agaacatcaa
gaaagtcgtc
acgtgaccga
tctacgectc
tcgttectge
agcatcatct
ggtgggctac
caaattgggg
cggcttgtcec
taatttgacyg
agttgagacc
gacaagtcat
agggcggtat
cgtcatccecgt
cttcattgtg
actgggcaaa
ggttaaagct
tgcaacgatc
ataatgatat
atatttctga
caccgtgtceg
acagagtcat
attctggecce
ggtaaccgag
ccaggacttc
ctcgtcaagt
ggggaatggce
gcgccagcaa
cctggetgca
gcaatcgatc
gaaggtcagt
cgtgacttet
cgattggegt
ttaatcaggc

ttttgtcctt
cgecgeogtett
caaccttatc
tagacggggg
tgctcaacat
atcagatatt
ttgttcecgg
ccaatgcecgt
cgaatcatat
ggaaatgagc
ttgtgtcaat
ggtgattaat
aaccattgct
cattecttga
tggtcctttyg
atatgcgagt
tttgtgettt
ttttttgacyg
gtacttagca
gctgctaaaa
gacgaccggg
gccgaaattg
caacccttga
ctaccgcege
acgcccttaa
actgttcctt
cacttaccct
ggaagtttat
ctgeccatca
catacgetgt
ggagcctogt
atggcecggta
cagccagtca
cctaggggag
gaagatgaca
cagacggctt
ttcecaggttig
acatcecgeca
gtggcctctg
aggaaccatg

ttcctacgeg
cgtggacaag
taccgagcac
taattggttc
atcatggttt
aagaccaaca
cctecacgagg
gaagccgteg
ttgtacaacg
gagaaaggct
ttcacagatt
cacatccggt
tgtctgtteg
ctcecgeacte
ccgatggcaa
tgaatgggac
aceccggtigt
cgcteoggtet
gecgtctacgg
attgcatggce
ggggagttca
gcggcaacct
cgagaactte
acaaaagatc
ggtgtcacgce
tacattcecgga
gggggctgtt
cacttccaga
cgtagaaagt
gagaaagccce
gctgggeggc
aaaatcagag
atcaactgtg
gacaggctaa
tcocggcaccea
tcaatcaagg
agtttatgct
gtcagggtge
agtcacctat
tgaccgaaat

gcccaattcce
cgacaccagt
aatatcteeg
catttggaat
ctgaggcgtt
cgaccgcggc
cctcagcaac
gtgttcccca
cggacttgct
ttaaagttat
atgtggccca
tactgcactt
ccatteotett
ttgcttetgg
cggcaacaac
caattggcetg
cactcatatce
cggcgectgta
cgcttgtget
ctgccgetat
tagatggaag
tgtcaccatc
ggccgagcaa
gtgctagcct
ggcegactee
tacatgacat
gtcgcccttt
tgcagattgt
gctgcaggtc
ggactaacat
aaacgagctyg
ccagaagaaa
ccagttgctyg
aaagaaaaayg
cctecacccaa
cgcaggaact
gececggttget
aaattaattt
tcaattaggg
t

atccggagcet
ttatttgtge
cattatatgc
ggctgeggcec
cgcctgtaag
tgccggttee
gcaaggtcaa
atacatcacg
gatgctttcet
ctttgggaat
tgtgacccaa
cctgacacca
ggcgatatga
tggetttttt
tecgacatacc
tceggecatt
ctctcactgyg
tccactgeay
ttegcagegt
gcccgtaccee
tctccaatag
aaacatgtcg
tgggaggect
tcagcatcac
tggggetgtt
atgtgecattt
tgtggggtgt
gttgcctcgg
tccattcaat
cagtgaacqg
ttaaacgagg
aagaaaagta
ggtgcaatga
cctgagaagce
actgaacgct
gcgtcocgetot
catacagtgc
gacagtcagg
cgatcacatyg

13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
i3680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
142890
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
18240
15300
15360
15420
1548¢
15521
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gaagcgctat
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cttgcegeca
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ctaaacgggg
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gggcttccta
gttagctctg
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ctcttagagg
gagaggatgt
aaagttccat
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cggaacttca
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ggctctcage
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gcacgtccca
ggctcacctg
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gatgataaac
ggcttctgat
tcggaatcge
agtagaggtg
ttgctctgaa
cgaggccttg
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gtcaccggag
aaaatgtggt
tcegagecce
cccgretgeg
atttcaggaa

ctcggtgtag
ggcattccrc
ttggcgcgea
gttttgtatc
cgcggttgta
tccatgcacg
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tacaggtgga
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cgtcaggtcyg
tgggagctca
cacatcgtec
caatcggctg

aagtggggcyg

gtggtcgatc

aggcacctga
attgtgtcca
tatggcgetg
gcoeotcgetce
ccgacagacg
ggtgacttta
tatgatcttg
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gatccacctc
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gctacggaag
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tccttggacg
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tggcaatcgg
ccatcctggt
gcgagggcga
tgccegtgec
gctaccccga
tccaggageg
agttcgaggg
acggcaacat
tggccgacaa
acggcagcgt
tgctgctgcec
agaagcgcga
tggacgagct
cagagtcagg
ctttagatct
tccgeggtag
cggcccttca
aagatactct
cagtcgaccc
ttgaccgagg
agtgcctcca
acaaaatgtg
gtcgcattce
tccccaagaa
tccagcaaga
gagtgagcac
ctgctggtca

tactcacact

tgctgtcgec
tcaagagagt
acaggtacag
gagtgctcag
cgagctggac
tgccacctac
ctggcccacc
ccacatgaag
caccatctte
cgacaccctg
cctggggcac
gcagaagaac
gcagcetcgcec
cgacaaccac
tcacatggtc
gtacaagtcc
cgacagcagt
atcctrggcc
gtgcgagcect
gticggggag
ggtggctgac
ttccgaattt
cggteccactt
agcttgtgag
ggatagggtg
tgcgtccctce
gaaccgaget
ggatgccacc
gagctggagt
gcgcctcatg

tttctegeeg
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ctgtgttcac
ggccataagg
gtggtrrgctg
atggtgagca
ggcgacgtaa
ggcaagctga
ctcgtgacca
cagcacgact
ttcaaggacg
gtgaaccgca
aagctggagt
ggcatcaagy
gaccactacc
tacctgagca
ctgctggagt
tctacagggc
tcgeetitgg
gcttggecgg
gtctttttaa
ctttctgagt
gcccctgttg
gtcgaactca
gctgatgtcc
cctggtagtc
gacatgaaaa
aaatticttc
agtgacagtg
ccctececgacg
tggaaaggcc
acatgggrtt

cggggctcta

cggacgcaaa
ccgtccacge
gtgagcagcet
agggcgagga
acggccacaa
ccetgaagtt
ccctgaccta
tcttcaagtc
acggcaacta
tcgagctgaa
acaactacaa
tgaacttcaa
agcagaacac
cccagtcege
tcgtgaccge
ccatactecg
atctgtcttt
tgaaggccac
agcctcggaa
ccagctctgt
acttgacgac
ggcgeecgeg
atgcgaaaat
gtgcaaccec
cttggcgctg
ctgacatgat
ccggtcagac
ggttatccca
ttatgcttte
ttgaagttta
tggctccagg
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agagctcggc
gctgttcacc
gttcagcgtyg
catctgcacc
cggcgtgcag
cgccatgeee
caagaccecge
gggcatcgac
cagccacaac
gatccgccac
ccccateggce
cctgagcaaa
cgcecgggatce
tcatgttgag
tgcgcaaacy
cgcgtctgat
agctttctct
catcgagtty
ttcgaacgag
tcattccgea
aaagaaccygg
agccaccagg
cacttcacag
tcaagacacg
cgtccctecyg
tgcatcggat
cggcacccgt
ctcoccatcte

cgattggttg

ggaacagcct
gccgaaggtc
ggttgtoggtt
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tccggcgagg
accggcaagc
tgcitcagec
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ttcaaggagg
gtctatatca
aacatcgagg
gacggccccg
gaccccaacg
actctcggca
cactgcggca
ttggaccagc
cctggetggg
gatggcgatt
gaccagacaa
gccctetetg
caagccttaa
gtgtatgaac
gagtggctcg
ttccaggecg
ccgoctoctg
cctacggata
ttttctagtc
ctcgcggggt
ccagctttta

tttgcaggtg

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080



ttgttttact
tgggtgtctt
cttttgctgt
attcgccgga
tgcgeggect
gtgggrcacg
tttctcttgt
ggacagctce
ctctcacatc
caacgggttg
ccatagctta
catacgaccc
tggaccagcc
tcccaaaagt
ctgcagtccg
agttgaatca
atactcttgce
ggttcacatc
tttcgtatce
atggggtcac
tttttacttt
acatgttagt
tctgettett
tgcactcatt
gccttctctg
tccaccagta
cttatatggc
ctgcggtcgag
tgaatgttgt
ccgtegtcac
acaaccgcat

9gcagggcgt

tgctctettg
ctctggttct
atttttattc
atgtcatgct
tgtggttggc
tcatctctgg
ttatgtggty
tgctgaggtg
cttgtgtgat
gcgcgggtot
tgccaatttg
cagtcaggct
tacgcctgaa
tccagtcaac
ctgcgygttac
gacccccctt
tgtggctcaa
accrcaagtg
tgcctacggc
cctgccattg
agtgcttgtt
ggtcttttca
tcctatacte
cttggtgttt
ggcagttggc
tacctcrygag
cgccgtccgg
atcccttett
aggttcttec
tgctgctcat
gcacactttt

tgcccetgtg
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ctctgtcgtt
ttgcggcotg
tcgactccat
gagcttttgg
ccctcaggtce
catgtratcc
tcccaagggce
gctctcaatg
cggttccaaa
tggcgtggtg
gatgaaaaga
atcaaatgtc
gttgttcgtg
ccagattgca
tcgacagcac
agggactcty
gtgtctgtgt
tgtggccgag
cctggagttg
ttctcagctg
tccttgactg
gctttttgtg
ttaaagtggg
tgtatgccag
cgctrtacee
ccacgcggtg
agagctgctt
gaaggtgctt
cttggttctg
gtgttgaacg
dagaccagtg
gtcaaggttg

cttacccaat
ttcgtctggg
ccaacccagt
ctcttgagea
tcttatgtgt
tacgtttatg
gttgtcacaa
tatttecrtt
ctcctaaagg
agagtcccat
aaatatctgc
tgaaggttct
tgtctgaaat
ggattgtggt
aactggtcct
cctccaccaa
ggactcttgt
gaaccgctga
tgtgctcctce
tggcacaact
ccttggecca
cttacgcctg
ttacccttca
cagccggeat
aggttgccgg
cagccgetgt
taactggacg
tcaggactca
gaggggtitt
gcgacacagce
gcgattatgce
cgaaggggta

38

actcggatgc
tgtttitggt
cggttctice
gcgccaacte
catccttgge
catgcttaca
gtgttgggga
ctcgegegec
agtrgatccc
ccatcaacca
tcaaacggtg
gcaggcggga
CCccttttca
ggattcagat
aggccgggge
aacgactggt
tcatttcatc
cccatggrge
tcgacttigt
ctccggtaga
tegectaget
gcccatgagce
ccceccteact
cectctcacta
aattattaca
agccacagcc
aactttgatc
taaaccctge
taccattgat
tagagttace
ctggtrcceat

tcgeggtegt

cttcccttac
tcttggatgy
tgtgaccacg
tgggaacctg
aagttactcg
gatttggecc
aagtgtataa
actcgcaact
gtgcacttgg
caccaaaagc
gttgctgtcc
ggggctatcg
gccccattte
acttttgtgg
aacttrgcca
ggggcectett
ctcggtettt
tCaaatccct
gtgtctgecg
gaggtaggga
cttaaggcag
tcctggttaa
atgctttggg
gggataactg
ccttatgaca
ccagaaggeca
ttcaccccgt
cttaacaccg
ggcagaaaga
ggcgactctt
gctgatgact
gcctactggce

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000



aaacatcaac
actgtggcga
ccggttcaaa
tcaaagaaac
gggacattaa
catcgctcct
gtgtcttrtt
gcttetttet
cactctttat
tcacggcatc
tcggtttgge
tttcgacata
tcattggtgg
acaacatgct
agggtaatct
ctgctctagc
tcaathctt
cgtatgccaa
gaattttgtc
acgtogttygt
ctgaaaggaa
tttgcactgt
caaccecctct
agaggatgaa
gCaaaatttg
aagaccttgc
aaaccgecccc
tcggecggtat
ctgacaactg
aaacttgcga

aaggrtrgac

cggtgtcoaa
ttcggggtea
caaactcggt
caagctctct
attgagtccy
agcttecgte
ccttctctgg
gctgaatgaa
tctrgcatgg
cctcaaccgc
cgctgaaatc
ctgtrtctta
actccatgec
ggtrggrgat
tagaaaaggt
ttgcaagttg
tgtatctget
ggccctgogo
taagcttgag
tctgettggg
aactgtgtcc
cgtgtccaac
ttttgagaat
gaaacactgt
ggacaagtcc
attccaggac
ccaacagggc
cacgtataac
ccttgaagcet
ccttacagct

cactgaacag

ES 2389 748 T3

cccggegrea
ccecgrecatct
tctggtctty
gacctticca
gccatcgtcec
ccrgtaatgg
cgcatgatgg
attcttccag
gccacceect
aacaagttot
ggggctittg
cctagggtcc
ctcggtgtga
gggagtttct
gtttcacagt
tcgcaggerg
tcaaacatga
caagagttgg
gcetttgetg
caacatcctc
gtgcaagaga
acacccgtgg
ggtccgcgtc
gtgtcccteg
accggtgata
aggtcagccg
tttgatccaa
aggtacctga
gccaagctgt
gccgaggtgg
gctitaaact

ttg9g9gaagg
cagaatctgg

tgacgacccc
gacatrttgc
ctgatgtaac
aaggcggect
gccatgectg
cagttrtggt
ggtccgeaca
ctctggcgtt
ccggcagget
ttgccatgge
trctgtggtt
caagcgettt
cttgtggcat
accrtgactt
aaaatgcrtgce
cctecectagt
aaacagccac
acggatccat
cccggagett
acgccttaac
accgtgogtga
gcttccacaa
ccttttatac
actacagaga
agtctgaaac
tcaaaggtaa
cccttgagea
aaaagttgag

gttagccgcec

39

gttcgccttc
tgatctcatc
tgaaggggaa
gggcccgagc
atctattccyg
ctcgaccott
gacacccatt
ccgagecgtg
ggtgttaatg
ctacgcactt
gcctgaattg
cagttatgtt
gttcaaatac
cttcctacqgg
gagtaacgag
tttgtccagc
cggccagtat
tcaggttgac
tcogtecett
cctcgatatt
aggtggttcc
tggcatceca
ggaagacgat
cattaatggc
cgatgattcc
cagggattat
ccctattggc
ggaggtcttg
agctctcget
gcgcatcatt

agcggcttga

tgtttcacca
ggaatccata
acctgcgceca
gtcectcttg
agtgacttgg
caacttctgt
gtrgccgtgy
trLtccitey
attagactcc
gggggtgtcg
tctcaagctc
cccatcatca
cggtgﬁctcc
tattttgcag
tccctgacgg
ttaacgaact
attgaagcag
aaaatgaaag
gacgcaggtg
aatgtgggga
aaattcagtg
ctccagacac
cttagagtcg
aaagtttact
cggtacaccc
gagggtgtgc
actgtggtga
gttcccaage
gggatgggcc
agccagctcc

cccgetgtgg

6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860



ccgcggegoc
tttcacccta
tgagcagggc
cccaccgtcec
accagggeat
acccacaaag
cggggacgcc
gcggcatggg
agacaccaag
tgatggtaag
tgtgccctat
taaacatgot
aggatttgtc
taaggcaccg
caatggccag
tgeeccgegece
crgttccaag
ccgatcggey
tgccttggga
agccgacttg
cctecctgtat
ccatgacctt
ggaccccgtc
ggtgttgtcg
caaattcgag
gtacgctgaa
gctgggtttc
ctgcagaatt
cgcatatcac
gatggattca
tatcgcecccga

catgtgggaa

ttagttgtaa
ggccctetgg
cacgctgttg
crtgttgatg
gggg9ccggga
gcagaacttg
ccgaacctec
ggccgectta
tccgcaatcc
tcaacactag
agtgtcatgg
acttccaagg
ctgcccgggg
ccattgttcc
aggttcccaa
gtcaaggaga
cccaaaacca
ctcagtagtg
aaaaacaaat
gcctcctgeg
gaacttgcag
gtggcaacac
accagtgtgt
gccttaaaaa
gacctcctceg
aggcccactt
agaacggacc
9aggcggggc
atgaaggcgc
tgtgcttgea
tgcgcccgec

aagctgagaa
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ctgaaacagc
acctgaaagt
tggcaaactt
ttcttctgaa
atargggcgt
agttgtccaa
aactccctta
tcaataccag
atgcggcttg
gtaccaccct
agtacciega
ctgctgcaga
TCttacgccr
tccegtcaac
caaaggacgt
attggcaaac
ggaccatcct
tcacccaggc
tcaaggagct
accgcagecac
gatgtgaaga
aggatggtgc
ctaacaccgt
tgggtcatga
aaatccagcc
trcctaatta
caaagaagac
gacagctggt
agaacgcctc
ttgatcatga
aggatggtta

gtcacaatga

ggtaaaaatc
cacctccgag
atgttctggt
acccggactt
agacggctct
acaaataatt
caagctctat
gtttggagat
ttgcctgcac
tcaacatggt
Ticacgoccy
agacctccaa
tgtacgcaga
ctatcccget
ccagagcata
tgtgacacct
gggcaccaac
attcatgaag
gcattgcact
cccecgecart
gtacttgect
cttcacaaaa
atattcactg
aatcggtctc
tatgttggtc
tcactggtgg
agtcataact
ccctaatege
agagtattat
ccctgagtag
tagtrtccca

agggaagaaa
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gtaaagtacc
gctgaggtaa
gtcatcttga
gacacaaaac
acttgggatt
cadagcatgtg
cctgttagag
ctatcttaca
cccaacqygogg
ttcgaacttt
gacacccctt
aaatacgacc
ttcatctttg
aaaaattcta
cctgaaattg
tgtaccctca
aactttattg
aaggcttgga
gtcgccggea
gtgaggtggt
agctatgtgce
cgcggtagec
ataatctatg
aagttcctcg
tattctgatg
gtcgagcace
gataaaccca
gaccgcatcc
gcgtctgetg
tatgaggacc
ggcccggcat

tttcgacact

acagcagaac
agaaatcaac
tgagacctca
ccggcattca
ttgaaaccgc
aagttaggcg
gggatcctga
aaacccctca
ccectgtgte
atgtcceccac
tcatgtgcac
tatctactca
gccatattgg
tggcagggat
acgaaatgtg
agaaacagta
ccctggeteca
agtccccgat
ggtgtcttga
tcgtcgccaa
ttaactactg
tgtcgtccgg
cccagcacat
aggaacagct
accttgtctt
ttgacctaat
gcttectegg
tggctgctcet
ccgeaatect
tcatctgcgg
ttttcatgic

gcogcatctg

7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780



cgacgccaaa
ctttcatcaa
ttcgcagtgt
aatcctgtac
cgatécgggg
caatgaagtt
agacataaac
accaggttcc
cacacccacc
tattccagga
gctcgtggec
taatcatctg
tcaacaactt
aaagcaactg
ttacagggag
tgtggccttt
catagactca
gtcccraaat
ttatgaccct
caaccttgtg
aactgtagcg
caagtctctc
agtggcacat
aaaggagtta
tegacttgte
agggratgrg
cacgctatac
catagccact
cccccacgea
atcaaaatac

gcceggeagg

gccgaccatg
cactgcceceg
cagtcacctg
aaacctcctce
aggtaccagt
gatcttcctg
atggtaaagg
ggaaagacca
catcagacca
gcctcaggac
agcgggcacg
gacattctca
caccctgteg
accactattt
aagcttgaat
ggtcaggrgc
tcccagggag
aaatcccgag
cacaaccagc
ttcagccgtg
aaggccctag
ttagctgett
aacctggggt
gcgccacatt
gctagtatgc
gtcgggeegt
atcagg ggtg
gactgccggy
ttcattggeg
ctacccagga

gctgctaaag
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catccgectg
tcactctgag
ttggggctgg
gtacagtcat
cccgtegagg
atggggacta
tggcttgcaa
cctggttact
tgtttgatat
ttcetttecc
tceccggecg
gactgcttte
gctttgactc
atagatttgg
ctaaggctag
tgacaccata
ccactttcga
cacttgtagc
tccaggagtt
gggatgatct
ggacaggtcc
gttcggccag
tttacttctc
ggccagtggt
gcccaattga
ccacctttet
agccccagge
agtatctcga
atgtcaaagg
ccctgectaa

ccatgtgcac

tgggcttgat
ctgtggtcat
cagatctccet
catgaaggtg
tcttgttgea
ccaagtagtg
tgtactacte
gagtcaagte
agtcagtgct
accacctgcc
aacatcatac
caaaacaccc
ctactgttat
ccctaacatc
gaacaccagg
ccataaagat
cattgtgaca
catcactcgg
tttcaacctg
ggtagttctt
atctcgattt
tCtggagogg
cccagacagt
tactcaccag
tgcccgerac
tggtactcct
cttgccagag
cgcggctgag
taccacggtc
ggactctgtt

tctcactgat

41

ttgtgtttgt
catgceggtt
cttgatgecg
ggtaacaaaa
gtcaagaggyg
cctcttttac
agtaagttca
caggacgatg
ctcaaagttt
aggtccgggc
ctcgatgagg
ctcgtgtgtt
gtgtttoatc
tgcgcagcea
gtggtcttta
cgcatcggct
ttgcatctac
gcaagacacg
atccctgagce
agtgcggaca
cgagtatcag
agctgtatge
ccagcatttg
aacaatcggg
agcaagccaa
ggtgtragtgt
acactcgttt
gaagaggcag
99g9g9ggtatc
gctgtagtig
gtgtatctce

tccactcaca
caagggaatg
tgctaaaaca
caacggccct
gtattgcagg
caacttgtaa
tagtggggec
atgtcattta
gcaggtattc
cgtgggttag
ctggatattg
tgggtgacct
agatgcctca
tccagecttg
ccacctggec
ctgcgataac
catcaccaaa
ggttgttcat
gcactgattg
atgcagtcac
acccgaggtyg
cactaccaca
cacctctgece
cgtggcccga
tggtcggtge
catactacct
caacaggacg
caaaagaact
accacatcac
gagtaagctc

ccygaactccg

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640



gccatacctg
cgrccgacta
grcagegetg
tgatccgtgt
ggccgacctg
gttcéaggac
tggcttrgaa
Cctacactgac
tcgtgaccat
ccggetgecy
taaaatcagc
tgtcattttc
tctcagagtg
atcgaaggtc
ttaagcaccc
tctctegeeg
tcgotgagge
tggccgeagt
atcttgcecgt
ttttccccac
tgcatgcttc
tgcgaattce
cgagctgacce
aaggctcgag
tgaccatgﬁt
atattatgct
gttcgggata
cgagéatggt
ggtatattat
gcttttttcec
ccctgtttct

atggtccttc

caacctgaga
atggtctgga
cctgactaty
ataggaccgg
gcagtgacac
ctcgggccyc
aatactgagg
tacaactggg
acatatcatt
cctggacgag
cagctgttcg
cttgccatac
gtttgctccg
ctatgaaagc
attgggtata
catttaccag
cactctcacg
agaggcggat
tggcaatgtg
gccaggtacg
cattttttcc
agctctacgce
atcaattata
cceggtegta
gagtigttaa
tggctggctt
gggaatgtgt
ggactcaatt
caccaccaaa
tcctggttgg
cgacgcatct

agaacatcaa
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cggcgtcgaa
aaggagccac
ccaggtttat
caacagccaa
cgtatgatta
agtggaagat
attgggcaat
attgtgttcg
ttgceccegg
agccgtaaac
tggatgcctt
tgtttgggtt
cgcttctccg
ttgttgeeca
ctttggcaca
accatggaac
aagctatcaa
tctrgecget
agcctacagt
aggcccaagt
tctgtggett
tatgtttttg
ccatatgcat
acatgtggtg
tgtccatccc
ttttgtcctt
cgcgegtett
caaccttatc
tagacgggqg
tgctcaacat
atcagatatt

ttgttcccgy

atgctggaaa
cgcctattte
tcagcettecece
ccgcaaggte
cggtgcccag
tttggggttg
ccttgecacge
agaacgecceca
cacggaattg
ttggagtgat
cactgagttt
caccgtcgea
ttcgegetct
actgcaggcc
tgcgagtttc
attcaggtca
agcttgatat
ttctcagete
acaacaccac
tgaccgactt
catctgttac
gtttceattg
gcecctgtett
cagaataggg
gtccgggtac
ttcctacgeg
cgtggacaag
taccgagcac
taattggttc
atcatggtet
dagaccaaca

cctcacgagy

42

Ctcaaattag
cagttggaag
aaggacgccg
gtgcgaacca
aacattttoa
cagcecttca
cgtatgagtg
cacgccatct
caggtagagc
gcaatggggt
cttgtcagtg
ggatggttat
gccattcact
ggatgtccca
ccacctgatt
agcggcctgg
agttactcat
acgactcgtg
gttggatcgc
cagacaatgg
cttgttcata
gcccacggea
accagtcaag
catgataggt
gacaacctca
gcccaattec
cgacaccagt
aatatctccyg
catttggaat
ctgaggcgtt
cgaccgcggc

cctcagcaac

acttcaggga
gacttacatg
ttgtgtacat
cagactggcg
caacagcctg
ggcgggeatt
acggcaaaga
acgggcgtgc
tgggtaaacc
cactgtggag
tggttgatat
tggtcttrtct
ctcccgaact
caatttgcat
gatgagatgg
aaatatgtgg
ttccaacatc
datgctaaaaa
gttgaactca
ctcatcagtg
gtgctttggc
acacatcatt
cagctcgcca
gtgaggagcg
aacttgaggg
atccyggagct
ttatttgtgc
cattatatgc
ggctgeggec
cgcctgtaag
tgccggtite

gcaaggtcaa

11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560



gttcectcca
ataacggccea
gcgrgeetet
gtctctgocg
catacccage
tctgcaatga
aatgttctca
tgctgtgtac
aatacatata
ttgaatgggc
grtrtctcac
gatttgtcgg
tcgtatgett
ggttcaccaa
tggtagaaaa
tcctcgaagqg
agataatttt
atacacacct
gcacatccta
tcattctacc
ctacagcctce
ccggcgatac
ctcagcgtct
cactctagta
agtggttaac
cggctccaat
taaagtccca
cacattttcc
ccctcrgert
catccagcgg

gcctgatteg

tgaatggccg
ggggtcatac

gaaagtcgtc
acgtgaccga
tctacgectc
ttgtrtctge
agcatcatct
ggtgggctac
caaattgggy
cggcttgtcc
taatttgacyg
agttgagacc
gacaagtcat
agggcggtat
cgtcatccgt
cttcattgtg
actgggcaaa
ggttaaagct
tgcaacgatc
ataatgatat
atatttctga
caccgtgtceg
acagagtcat
attctggccc
ggtaaccgay
ccaggacttc
ctcgtcaagt

g9ggaatggc
gcgcecagcaa
cctggctgea
gcaatcgatc
gaaggtcagt

cgtgacttce

cgattggcgt

ttaatcaggc

ES 2389 748 T3

ccaatgccegt
cgaatcatat
ggaaatgagc
ttgtgtcaat
ggtgattaat
aaccattgct
cattccttga
tggtcctttg
atatgcgagt
tttgtgcttt
ttttttgacg
gtacttagca
gctgctaaaa
gacgaccgqaqg
gccgaaattg
caacccttga
ctaccgcege
acgcccttaa
actgttcctt
cacttaccct
ggaagtttat
ctgcccatca
catacgctgt
ggagcctegt
atggccggta
cagccagrca
cctaggggag
gaagatgaca
cagacggctt
ttccaggttg

acatccgeca

gtggcctetg

aggaaccatg

gaagccgicg
ttgtacaacg
gagaaaggct
ttcacagatt
cacatceggt
tgtctgttcg
ctccgcactc
ccgatggcaa
tgaatgggac
acccggttgt
cgctcggtct
gcgtctacgg
attgcatggc
ggggagttca
gcggcaacct
cgagaacttc
acaaaagatc
ggtgtcacgc
tacattcgga
gggagetgrt
cacttccaga
cgtagaaagt
gagaaagccec
gctgggcggc
aaaatcagag
atcaactgty
gacaggctaa
tccggeacca
tcaatcaagg
agtttatgcet
gtcagggtgc

agtcacctat

tgaccgaaat

43

gtgttcccca
cggacttgct
ttaaagttat
atgtggccca
tactgcactt
ccattcrctt
ttgcttctgg
cggcaacaac
caattggctg
cactcatatc
cggcgetgta
cgcttgtgct
ctgcegetat
tagatggaag
tgtcaccatc
ggccgageaa
gtgctagect
ggccgactcc
tacatgacat
gtcgcecttt
tgcagattgt
gctgcaggtc
ggactaacat
aaacgagctg
ccagaagaaa
ccagttgctyg
aaagaaaaag
cctcacccaa
cgcaggaact
gccggtget
aaattaattt

tcaattaggg
t

atacatcacg
gatgctutct
ctttogggaat
tgtgacccaa
cctgacacca
ggcgatatga
tggcrrittt
tcgacatacce
tccggecatt
ctctcactgg
tccactgeag
ttcgeagegt
gcccgtaccc
tctccaatag
aaacatgtcg
tgggaggcct
tcagcatcac
tggggctgtt
atgtgcattt
tgtggagtgt
gttgcetegg
tccattcaat
cagtgaacgg
ttaaacgagg
aagaaaagta
ggtgcaatga
cctgagaagc
actgaacgct
gcgtcgettt
catacagtgc

gacagtcagg

cgatcacatg

13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna frente al virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino de Tipo 1 norteamericano
(US1PRRSV), que comprende una secuencia de acido nucleico recombinante de SEC ID NO: 43.

2. Un método para diferenciar un animal infectado de forma natural con un virus del sindrome reproductivo y

5 respiratorio porcino de Tipo 1 norteamericano (US1 PRRSV) de un animal vacunado con una vacuna marcadora de
US 1 PRRSV, en el que dicha vacuna marcadora comprende un US1 PRRSV recombinante en el que se ha
insertado un antigeno extrafio (marcador positivo) y en el que se ha suprimido un epitopo inmundgeno (marcador
negativo), comprendiendo el método de diferenciacion:

incubar una muestra de suero procedente de un animal con una primera proteina de PRRSV recombinante
10 que contiene el marcador positivo, y con una segunda proteina de PRRSV recombinante que carece del
epitopo inmundégeno (marcador negativo), y

detectar la unién de anticuerpos en la muestra con las proteinas de PRRSV primera y segunda, en el que la
unién de anticuerpos a la proteina marcadora positiva es indicativa de un animal vacunado, mientras que la
unién de anticuerpos a la proteina marcadora negativa es indicativa de un animal infectado de forma natural.

15 3. Un método de la reivindicacion 2, en el que la vacuna marcadora es la vacuna de la reivindicacion 1.

44



ES 2389 748 T3

L "OId

oua||al ap cuswbedy uod 1/ DADVd

L

]

1139 1®q

X T80 10N 1d5] [pev Tudy)

UV A¥0T T1eS [OSV, 1Hued

1eqx

V 1l0d B|02

£

L

LLP9 1S v ]

4R

Vi L= Jojowioi0

tedy 110N 1dsq

1nev

Judy

Hyv

1SV
A¥923  1leS .S

45



ES 2389 748 T3

FIG. 2
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FIG. 6
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10-1. Virus marcador de AES4/GFP 10-2. Progenito

FIG. 10
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Expresion de GFP Tinciébn con mAb anti-N
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