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DESCRIPCIÓN

Células permisivas y sus usos

Campo de la invención

La invención se refiere generalmente al campo de la virología. Más particularmente, la presente invención se refiere 
a métodos para determinar la permisividad de una célula para un virus que es un miembro de la familia Arteriviridae, 5
en particular para el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP).

La invención proporciona además métodos y composiciones relacionados con la generación de células hospedantes 
permisivas para el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP). También se proporcionan 
mediante la presente invención métodos para usar dichas células así identificadas o así generadas, en la 
preparación de un cultivo de un VSRRP, así como el uso de dicho virus con el fin de diagnóstico.10

Antecedentes de la invención

En la década de 1980 apareció una “enfermedad porcina misteriosa”, y está presente desde entonces en la industria 
del cerdo provocando daño económico importante a nivel mundial (Neumann et al., 2005). El agente etiológico, 
denominado virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP), se aisló por primera vez en los Países 
Bajos en 1991 y poco tiempo después en los Estados Unidos de América. Es un virus de ARN de hebra positiva con 15
cubierta pequeño que se clasifica en el orden Nidovirales, familia Arteriviridae, género Arterivirus junto con el virus 
de la arteritis equina, el virus que eleva la lactato deshidrogenasa y el virus de la fiebre hemorrágica del simio, 
basado en la morfología similar, organización genómica, estrategia de replicación y composición de proteínas. 
Además, comparten un tropismo muy estrecho por el hospedante y un notable tropismo por células de la estirpe de 
monocitos-macrófagos (Plagemann y Moennig, 1992). Más específicamente, in vivo, VSRRP infecta subpoblaciones 20
de macrófagos bien diferenciados, siendo los macrófagos alveolares las células diana primarias, aunque en cerdos 
sin castrar infectados también se ha mostrado que las células germinales testiculares permiten la replicación del 
VSRRP (Sur et al., 1997). In vitro, VSRRP se replica en cultivos primarios de macrófagos alveolares y monocitos de 
sangre periférica (PBMC), aunque los PBMCs necesitan tratamientos para mejorar la infección (Delputte et al.,
2007). Además, se ha mostrado que las células de riñón de mono verde africano y derivados de las mismas (Marc-25
145 y CL2621) sostienen la infección del VSRRP, aunque no son de origen porcino y no pertenecen a la estirpe de 
monocitos-macrófagos (Kim et al., 1993; Mengeling et al., 1995). A pesar de este tropismo celular muy restringido de 
VSRRP, el virus es capaz de replicarse en varias líneas celulares no permisivas al transfectar su ARN vírico, 
indicando que el tropismo celular está determinado por la presencia o ausencia de receptores específicos sobre la 
superficie celular u otras proteínas implicadas en la entrada del virus (Kreutz, 1998; Meulenberg et al., 1998).30

Hasta ahora, se identificaron dos receptores del VSRRP en macrófagos, principalmente sulfato de heparano 
(Delputte et al., 2002) y sialoadhesina (Vanderheijden et al., 2003; Wissink et al., 2003). Además, Wissink et al. 
(2003) encontraron que un doblete de proteína de 150 kDa estaba implicado en la infección de macrófagos por 
VSRRP; sin embargo, la identidad de las proteínas N-glicosiladas todavía es desconocida. En el modelo actual de 
infección de macrófagos por VSRRP, VSRRP se une primero a sulfato de heparano conduciendo muy 35
probablemente a la concentración del virus. Sin embargo, esta primera unión es más bien inestable y es seguida de 
la unión a sialoadhesina y la internalización subsiguiente (Delputte et al., 2005). Al internalizarse, el virus es 
transportado hacia endosomas, en los que es necesaria una caída en el pH para la replicación apropiada del virus 
(Kreutz y Ackermann, 1996; Nauwynck et al., 1999). A pesar de esta investigación elegante, el modelo todavía está 
incompleto. La expresión transitoria de sialoadhesina en células PK-15 no permisivas da como resultado la unión e 40
internalización del virus, pero no se observó fusión y pérdida del recubrimiento de las partículas víricas 
(Vanderheijden et al., 2003), indicando que se necesitan otras proteínas para el desensamblaje vírico, esencial para 
la replicación del virus.

La infección de células Marc-145 por el VSRRP hace uso de una molécula similar a heparina en la superficie de 
células Marc-145 (Jusa et al., 1997), asemejándose a la etapa inicial de la infección de macrófagos por VSRRP. Sin 45
embargo, puesto que la sialoadhesina está ausente en células Marc-145, la entrada del virus diferirá entre los dos 
tipos celulares. En células Marc-145, se ha descrito que el filamento intermedio vimentina se une a la proteína de la 
nucleocápside del VSRRP, y se ha sugerido que interacciona con otros filamentos citoesqueléticos para mediar el 
transporte del virus en el citosol (Kim et al., 2006). Recientemente, se encontró que CD151 interacciona 
específicamente con ARN de la región no traducida de 3’ (UTR) del VSRRP (Shanmukhappa et al., 2007). Se 50
propuso que CD151 está implicado posiblemente en la fusión entre la cubierta vírica y el endosoma, o para 
relocalizar los complejos ribonucleoproteicos para promover la replicación vírica. Todavía es necesaria una 
investigación adicional para elucidar sus modos moleculares precisos de acción durante la infección por VSRRP.

Recientemente, se ha descrito que el receptor depurador CD163 desempeña un papel en la infección de células 
Marc-145 por VSRRP y para hacer a algunas células no permisivas en cierto modo susceptibles al VSRRP con la 55
expresión (Calvert et al., 2007), mientras que otras permanecen improductivas con la infección, a pesar de la 
expresión de CD163 (Calvert et al., 2007). Aunque el gen de CD163 se aisló originalmente de macrófagos, hasta 
ahora no se ha mostrado ningún papel para CD163 en la infección por VSRRP de sus células diana primarias. 
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También, no se elucidó el mecanismo mediante el cual CD163 confiere susceptibilidad parcial de tipos celulares 
selectos a la infección por VSRRP.

Hemos demostrado que tanto la sialoadhesina como CD163 están implicados en la infección de macrófagos por 
VSRRP. Además, la expresión de formas recombinantes tanto de CD163 como de sialoadhesina en células no 
permisivas las hace a todas ellas susceptibles a la infección por VSRRP, dando como resultado la producción y 5
liberación de virus de progenie infecciosa. Por el contrario, cuando solamente está presente CD163, la infección es 
claramente menos eficiente, e incluso está ausente en algunos tipos celulares. Además, se ha dado a conocer la 
adaptación vírica que conduce a diferencias antigénicas en cepas víricas que se hacen crecer en células que 
expresan solamente CD163 cuando se comparan con virus de tipo salvaje. 

En base a los análisis detallados de la cinética de infección del VSRRP, tanto en macrófagos primarios como en 10
células que expresan sialoadhesina y CD163, se propone un papel para CD163 en la fusión y la pérdida de cubierta 
del virus. En comparación con los sistemas mencionados anteriormente, es decir, células que expresan solamente 
CD163 o sialoadhesina, se ha encontrado que la combinación de la expresión de CD163 y de sialoadhesina en una 
célula proporciona células permisivas que son muy eficientes para sostener la replicación vírica, y que imitan 
bastante bien la entrada del virus en el hospedante natural, es decir, las subpoblaciones conocidas de macrófagos 15
bien diferenciados, en particular macrófagos alveolares que son las células diana primarias del virus. Tal mimetismo 
de la entrada de las células diana naturales reducirá o evitará ciertamente la adaptación del virus en cultivo celular y 
los cambios genéticos y antigénicos asociados que pueden dar como resultado virus con epítopos alterados. Tales 
epítopos modificados pueden tener efectos tremendos sobre la antigenicidad de virus de vacuna producidos en 
células diana, dando como resultado la pérdida de inducción de anticuerpos neutralizantes importantes. Claramente, 20
evitar cambios en epítopos asociados con la adaptación durante el cultivo celular sería beneficioso para la 
producción de virus de vacuna.

Los resultados presentados muestran que Sn y CD163 trabajan sinérgicamente, puesto que la coexpresión de 
ambas moléculas da como resultado una mayor producción de virus en comparación con la expresión de los dos 
receptores solos, y esto en todos los tipos celulares ensayados. Además, se elucidó la base molecular de este 25
efecto sinérgico, siendo que los receptores actúan en diferentes etapas durante la entrada del virus. Sn se expresa 
en la superficie de células diana y captura muy eficientemente el virus y lo internaliza en la célula en endosomas. 
Por otro lado, CD163 no interacciona con el virus en la superficie celular y no internaliza el virus, pero se colocaliza 
con el virus en endosomas tempranos, donde media la pérdida de cubierta del virus, seguido de la liberación del 
genoma de ARN en el citoplasma. Una vez que se libera el genoma en el citoplasma, se procede a la traducción del 30
genoma, a la transcripción y a la replicación del virus.

El hallazgo de que CD163, que también se expresa en la superficie celular, no actúa sobre la superficie celular 
durante la infección, sino que más bien interacciona con el virus en endosomas en el interior de la célula, es 
bastante sorprendente. Generalmente, los receptores celulares actúan durante la fijación o internalización del virus, 
o la fusión directa en la superficie celular. Este modelo, en el que el receptor CD163 no es activo en la superficie 35
celular sino que actúa sobre el virus en los endosomas es sorprendente y explica la acción inesperada y cooperativa 
tanto de Sn como de CD163 durante la infección vírica, dando como resultado una infección vírica muy eficiente y la 
producción de títulos elevados de virus.

De este modo, estos resultados proporcionan nuevos medios para generar una célula permisiva a VSRRP que 
permita la replicación vírica eficiente, con menos adaptación, y en consecuencia resuelve los problemas reconocidos 40
en la técnica.

Sumario de la invención

Esta invención se basa en la caracterización de que tanto sialoadhesina como CD163 no están implicados 
solamente en la permisividad de macrófagos, las células diana primarias, para el virus del síndrome respiratorio y 
reproductivo porcino (VSRRP), sino que estas moléculas también actúan en diferentes etapas de la infección vírica, 45
permitiendo así un efecto cooperativo durante la infección, dando como resultado una producción potenciada de 
virus.

Se ha encontrado que las células no permisivas se pueden hacer permisivas, o que se puede incrementar la 
permisividad de células parcialmente susceptibles al hacer que dichas células expresen tanto sialoadhesina como 
CD163.50

En consecuencia, es un primer objetivo de la presente invención proporcionar métodos para identificar la 
permisividad de células para el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP); comprendiendo 
dicho método determinar la expresión de CD163 y de sialoadhesina en dichas células; en el que las células que 
tienen expresión tanto de CD163 como de sialoadhesina se identifican como células permisivas para VSRRP.

En un segundo objetivo, la presente invención proporciona un método para generar una célula o células permisivas 55
para, o para incrementar la permisividad de una célula o células para VSRRP, comprendiendo dicho método tratar 
dichas células para producir una expresión tanto de CD163 como de sialoadhesina.
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En un objetivo adicional, la presente invención proporciona un método para preparar un cultivo de un VSRRP, 
comprendiendo dicho método proporcionar una línea celular identificada u obtenida usando uno cualquiera de los 
métodos mencionados anteriormente, infectar dicha línea celular con virus, y cosechar el virus desde el cultivo 
celular.

Una vez que el virus se ha hecho crecer hasta títulos elevados, se puede procesar según el uso pretendido, por 5
ejemplo en el diagnóstico o producción de vacunas, por medios conocidos en la técnica. Por ejemplo, pero sin 
limitarse a, inactivando los virus cosechados con formalina, BPI, BEA o irradiación gamma, para uso en vacunas. En 
la alternativa, la cepa vírica usada en la infección puede ser una cepa atenuada para uso en la producción de 
vacunas atenuadas.

Como ya se mencionó aquí anteriormente, debido al efecto sinérgico de CD163 y sialoadhesina, habrá una 10
reducción en la adaptación vírica y una pérdida de epítopos alterados. Esto, tomado junto con la producción vírica 
incrementada, tiene un efecto tremendo sobre la antigenicidad de virus de vacuna. Como sabe una persona experta 
en la técnica, esto último es también beneficioso a la hora de aislar otras cepas víricas a partir de muestras in vivo
cuando se diagnostica infección de VSRRP en un sujeto.

Es claramente un objetivo de la presente invención proporcionar líneas celulares identificadas u obtenidas usando 15
uno cualquiera de los métodos mencionados anteriormente. Las líneas celulares identificadas usando los métodos 
de la presente invención incluyen cultivos celulares primarios y líneas celulares continuas obtenibles de los mismos, 
pero para las células hospedantes naturales, es decir, las subpoblaciones conocidas de macrófagos bien 
diferenciados, en particular los macrófagos alveolares que son las células diana primarias de una infección por 
VSRRP. En una realización, dichas células consisten en células no permisivas para VSRRP, tales como, por 20
ejemplo, células PK-15, CHO, BHK-21 y Hek293t, que expresan tanto Sn como CD163; en una realización particular, 
las células CHO que expresan de forma estable sialoadhesina y CD163, depositadas el 14 de mayo de 2008 en la
Belgian Coordinated Collections of Microorganisms como CHO-Sn/CD163 IC5, CHO-Sn/CD163 ID9 y CHO-
Sn/CD163 IF3, con los números de acceso respectivos LMBP 6677CB, LMBP 6678CB y LMBP 66779 CB, 
respectivamente.25

Las líneas celulares, identificadas u obtenidas usando uno cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, 
también se pueden usar en un método para diagnosticar una infección de VSRRP en un sujeto. En consecuencia, un 
objeto adicional de la presente invención es proporcionar un método para diagnosticar una infección vírica de una 
infección de VSRRP en un sujeto, comprendiendo dicho método poner en contacto una línea celular identificada u 
obtenida usando uno cualquiera de los métodos de la presente invención con una muestra tomada de dicho sujeto, y 30
determinar si se produce la replicación vírica o no.

Como alternativa, la infección vírica se determina evaluando la presencia de anticuerpos específicos del virus en la 
muestra tomada de dicho sujeto. En esta realización, la línea celular identificada u obtenida usando uno cualquiera 
de los métodos de la presente invención está infectada con VSRRP, y la reacción de los anticuerpos en una muestra 
tomada a partir de dicho sujeto se realiza por medios bien conocidos por la persona experta en la técnica.35

En estos métodos de diagnóstico, la muestra tomada del sujeto es típicamente un fluido biológico, tal como, por 
ejemplo, suero, calostros, fluidos de lavado broncoalveolar, saliva, orina o heces, tejido o un extracto tisular. El tejido 
o extracto tisular a analizar incluye aquellos que se sabe, o que se sospecha, que son permisivos para el virus, tales 
como, por ejemplo, PBMC (células mononucleares de sangre periférica), macrófagos alveolares, tejidos linfoides 
tales como ganglios linfáticos, bazo, amígdalas y timo, y tejidos no linfoides tales como pulmones e hígado.40

En una realización final, las líneas celulares identificadas u obtenidas usando uno cualquiera de los métodos 
mencionados anteriormente se pueden usar en un método para identificar compuestos antivíricos, es decir, 
compuestos antivíricos para VSRRP. En consecuencia, la invención proporciona, en un objetivo adicional, un 
método para identificar compuestos antivíricos, comprendiendo dicho método poner en contacto una línea celular 
infectada con un VSRRP con el compuesto a ensayar, y determinar la capacidad de dicho compuesto de ensayo 45
para modular la replicación vírica en dicha línea celular.

La capacidad de un compuesto para modular la replicación vírica se puede determinar usando, entre otros, la 
presencia de partículas víricas infecciosas en el medio. Esta última se puede determinar usando una cualquiera de 
las técnicas de medida de proteínas disponibles, y se determina típicamente usando anticuerpos específicos de virus 
tardíos, en particular usando anticuerpos específicos (de virus) como se proporcionan aquí en lo sucesivo.50

En los inmunoensayos relacionados con eso, la cantidad de proteína vírica producida se puede cuantificar mediante 
cualquier ensayo estándar tal como, por ejemplo, usando un ensayo de luminiscencia, un ensayo de 
quimioluminiscencia, un ensayo de tecnología de inmunoensayo multiplicado por enzimas (EMIT), un ensayo de 
inmunoensayo de transferencia de excitación por resonancia de fluorescencia (FRET), un ensayo de inmunoensayo 
de canalización enzimática (ECIA), un ensayo de inmunoensayo fluorescente con el sustrato marcado (SLFIA), un 55
ensayo de polarización de la fluorescencia, un ensayo de protección de la fluorescencia, un ensayo de protección de 
la fluorescencia marcado con antígeno (ALFPIA), o ensayo de proximidad por centelleo (SPA).
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Como alternativa, el efecto del compuesto sobre la replicación vírica se determina evaluando los títulos de virus en el 
medio, cuantificando números de células infectadas mediante inmunocitoquímica, o usando un ensayo de 
citotoxicidad mediante MTS para determinar la concentración citotóxica de las partículas víricas en el medio.

Breve descripción de los dibujos

Figura 1 Expresión de sialoadhesina y CD163 en macrófagos alveolares primarios. Análisis citométrico 5
de flujo de macrófagos teñidos con mAb 41D3 para sialoadhesina porcina (curva negra) o mAb 
2A10 para CD163 porcino (curva negra). En ambos experimentos, se usó como control el 
anticuerpo de isotipo comparable (IgG1) 13D12 (curva blanca).

Figura 2 Efecto de anticuerpos específicos de la sialoadhesina y de CD163 sobre la infección de 
macrófagos por VSRRP. A Los macrófagos se trataron con diferentes concentraciones de 10
anticuerpos que reconocen sialoadhesina y CD163, a 37ºC, y se inocularon con virus Lelystad 
que se hizo crecer en células Marc. Se calculó el porcentaje relativo de macrófagos infectados, 
siendo las células no tratadas (RPMI) la referencia. Cada valor representa la media ± 
desviación estándar de 3 experimentos. B Los macrófagos se trataron con 3,3 g/100 l de 
anticuerpos específicos de la sialoadhesina y de CD163, y se inocularon con diferentes cepas 15
de VSRRP. Se calculó el porcentaje relativo de macrófagos infectados, siendo las células no 
tratadas (RPMI) la referencia. Cada valor representa la media ± desviación estándar de 3 
experimentos.

Figura 3 Infección por VSRRP de células no permisivas que expresan sialoadhesina (Sn), CD163, o la 
combinación de ambos. Células PK-15, CHO-K1 y BHK-21 transfectadas se inocularon con el 20
virus Lelystad o con VR-2332. Veinticuatro horas después de la inoculación, se recogió el 
sobrenadante, y el virus extracelular infeccioso (barras negras) se determinó vía titulación, 
siendo el límite de detección 0,8 dosis infecciosas de cultivo tisular TCID50/ml (log10). También 
se determinó el virus de fondo que todavía permanece tras la retirada del inóculo (barras 
grises). Cada valor representa la media ± desviación estándar de 3 experimentos.25

Figura 4 Cinética de la infección por VSRRP en células PK-15 que expresan sialoadhesina y CD163. 
Células PK-15 que expresan sialoadhesina en combinación con CD163 se inocularon con 
VSRRP a una moi de 0,1 (línea discontinua) o una moi de 1 (línea continua). En diferentes 
puntos de tiempo tras la inoculación, se recogió y se tituló virus extra- e intracelular, siendo el 
límite de detección 0,8 TCID50/ml (log10). Cada valor representa la media ± desviación estándar 30
de 3 experimentos.

Figura 5 Análisis microscópico confocal de VSRRP durante la infección de células PK-15 transfectadas 
que expresan los receptores de VSRRP sialoadhesina y/o CD163. Se calculó el número 
relativo de células PK-15 con partículas víricas internalizadas, con 1 h post-inoculación como 
punto de referencia. Los datos se muestra para células PK-15 que expresan sialoadhesina 35
(barras negras) y la combinación de sialoadhesina y CD163 (barras grises), pero no para PK-
15 que expresan CD163, puesto que no se observaron partículas víricas internalizadas.

Figura 6. Efecto de anticuerpos específicos de sialoadhesina y de CD163 sobre la fijación de VSRRP a 
macrófagos. Los macrófagos se trataron con diferentes concentraciones de anticuerpos 
específicos de sialoadhesina y de CD163, a 4ºC, y se inocularon con virus Lelystad a 4ºC. Los 40
virus no unidos se eliminaron entonces por lavado, y se permitió la infección al llevar las células 
hasta 37ºC durante 10 h. Se calculó el porcentaje relativo de macrófagos infectados, siendo las 
células no tratadas la referencia. Cada valor representa la media ± desviación estándar de 3 
experimentos.

Figura 7. Sensibilidad de células CHOSn-CD163 a la infección por VSRRP. A. Tres densidades diferentes 45
de células (100000, 200000 y 300000 células/ml) se infectaron a 1, 2 o 3 días después de la 
siembra con virus LV que se hicieron crecer en células Marc. Después de 48 horas, las células 
se tiñeron con anticuerpos primarios P3/27 y se contaron 3 campos de microscopio (500 
células por campo), y se representaron como las cantidades absolutas de células infectadas 
para dichos campos microscópicos. B. Lo mismo que A, pero ahora las células se trataron 50
previamente con neuraminidasa y se infectaron subsiguientemente con virus LV que se hizo 
crecer en macrófagos.

Descripción de la invención

Como ya se ha mencionado aquí anteriormente, la presente invención se basa en la observación de que tanto 
sialoadhesina como CD163 están implicados en la permisividad de macrófagos, las células diana primarias, para el 55
virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP). Además, y sorprendentemente, se mostró que 
CD163 no actúa en la superficie celular de células susceptibles durante la fijación e internalización, sino que más 
bien actúa durante la pérdida de cubierta del virus y la liberación del genoma en el interior de la célula en 
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endosomas. Este hallazgo inesperado explica por que CD163 actúa sinérgicamente con Sn durante la infección 
vírica, puesto que esta última interacciona con el virus en la superficie celular para permitir la fijación e 
internalización del virus.

En consecuencia, es un primer objetivo de la presente invención proporcionar métodos para identificar la 
permisividad de células para el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP), comprendiendo 5
dicho método determinar la expresión de CD163 y de sialoadhesina en dichas células, en el que las células que 
tienen expresión tanto de CD163 como de sialoadhesina se identifican como células permisivas para VSRRP.

La familia Arteriviridae se agrupa con la Coronaviridae y Roniviridae para formar el orden Nidovirales. Todos los 
miembros del orden tienen partículas con cubierta que contienen una única especie de ARN monocatenario que 
codifica un número de proteínas por medio de una serie de ARN subgenómicos anidados (del latín nido = nido). La 10
familia Arteriviridae contiene aquellos miembros con viriones esféricos de 45-60 nm de diámetro (los de la familia 
Coronaviridae tiene más de 100 nm) y que infectan a mamíferos. Su genoma consiste en ARN monocatenario de 
tamaño 12-16 kb y con una cola 3’-poliA. Dos ORF solapantes grandes en el extremo 5’ del genoma codifican las 
proteínas no estructurales principales y se expresan como una proteína de fusión mediante desplazamiento del 
marco ribosómico. En dirección 3’ hay hasta otros 9 genes, que codifican mayoritaria o completamente proteínas 15
estructurales, y se expresan a partir de un conjunto anidado 3’-coterminal de ARN subgenómicos.

Los virus de la familia de Arteriviridae incluyen el virus de la arteritis equina (EAV), el virus que eleva la lactato 
deshidrogenasa (LDV) y el virus de la fiebre hemorrágica del simio (SHFV). El Arterivirus que tiene la mayor 
importancia económica es el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP).

De este modo, en un objetivo, los métodos de la presente invención se usan para identificar y/o modular la 20
permisividad de células para el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP), así como sus 
variantes, incluyendo ortólogos y paralogos, en particular ortólogos humanos. En una realización particular, los 
métodos de la presente invención se usan para identificar y/o modular la permisibilidad de células para VSRRP.

Como se usa aquí, las expresiones “permisividad de una célula o células”, “permisividad de célula o células” y 
“célula o células permisivas” se refieren a la capacidad mediante la cual un virus particular, es decir, VSRRP, puede 25
completar su ciclo de replicación en una célula dada. Esto contrasta con las células “no permisivas”, que no permiten 
la replicación completa de un virus.

“CD163” es un miembro de la familia rica en cisteína de receptores depuradores (SRCR) de glicoproteínas 
transmembránicas, y se piensa que se expresa exclusivamente en monocitos y macrófagos. Un papel identificado de 
CD163 es inhibir el daño tisular oxidativo tras hemolisis mediante el consumo de complejos de 30
hemoglobina:haptoglobina por endocitosis. La liberación subsiguiente de interleucina-10 y la síntesis de 
hemooxigenasa-1 dan como resultado efectos antiinflamatorios y citoprotectores. El gen de CD163 humano abarca 
35 kb en el cromosoma 12, y consiste en 17 exones y 16 intrones.

Se sabe que un número de isoformas del polipéptido de CD163, incluyendo los tipos unidos a la membrana, 
citoplásmicos y segregados, se generan mediante ayuste alternativo (Ritter et al., 1999). Se han dado a conocer 35
secuencias de ADNc que codifican un polipéptido de CD163 porcino (número de acceso (Genbank AJ311716), un 
polipéptido de CD 163 murino (número de acceso AF274883), así como múltiples variantes humanas, ejemplificadas 
por los números de acceso Genbank AAH51281 y CAA80543.

Como se usa aquí, el polipéptido de “CD163” significa una proteína codificada por un gen de CD163 de mamífero, 
incluyendo variantes alélicas así como sus fragmentos biológicamente activos que contienen cambios conservativos 40
o no conservativos, así como proteínas artificiales que son sustancialmente idénticas, es decir, 70%, 75%, 80%, 
85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idénticas a uno cualquiera de los polipéptidos 
de CD163 mencionados anteriormente. En una realización particular, el polipéptido de CD163 es 70%, 75%, 80%, 
85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntico al CD163 porcino representado por 
SEC ID NO:2 (codificado por el número de acceso Genbank AJ311716 o bankit927381 EU016226).45

Por analogía, el polinucleótido de “CD163” incluye variantes alélicas así como sus fragmentos biológicamente 
activos que contienen cambios conservativos o no conservativos, así como cualquier molécula de ácido nucleico que 
sea sustancialmente idéntica, es decir, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 
98%, o 99% idéntica a uno cualquiera de los polinucleótidos que codifican CD163 mencionados anteriormente. En 
una realización particular, el polinucleótido de sialoadhesina es 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 50
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntico a la molécula de ácido nucleico que codifica CD163 porcino (número de 
acceso Genbank AJ311716 o bankit927381 EU016226).

Fragmentos biológicamente activos de CD163 incluyen fragmentos que retienen la actividad de la proteína de 
longitud completa, tal como la isoforma con el número de acceso SwissProt Q2VL90-2, la forma soluble de CD163 
(sCD163), o fragmentos que contienen al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 del dominio o dominios de SRCR.55

“Sialoadhesina” es una adhesina similar a lectina que se ha mostrado que se une a ligandos glicoconjugados de una 
manera dependiente del ácido siálico y que se caracteriza por tener sitios de unión a ácido siálico conservados. Es 
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una glicoproteína transmembránica implicada en interacciones célula-célula y expresada solamente por una 
subpoblación de macrófagos tisulares.

Se han dado a conocer secuencias de ADNc que codifican un polipéptido de sialoadhesina porcina (número de 
acceso Genbank NM_214346), un polipéptido de sialoadhesina murina (número de acceso Genbank NM_011426), 
así como una variante humana (número de acceso Genbank NM_023068).5

Como se usa aquí, el polipéptido de “sialoadhesina” quiere decir una proteína codificada por un gen de 
sialoadhesina de mamífero, incluyendo variantes alélicas así como sus fragmentos biológicamente activos que 
contienen cambios conservativos o no conservativos, así como proteínas artificiales que son sustancialmente 
idénticas, es decir, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idénticas 
a uno cualquiera de los polipéptidos de sialoadhesina mencionados anteriormente. En una realización particular, el 10
polipéptido de sialoadhesina es 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 
99% idéntico a la sialoadhesina porcina representada por SEC ID NO:10 (codificado por el número de acceso 
Genbank NM_214346).

Por analogía, el polinucleótido de “sialoadhesina” incluye variantes alélicas así como sus fragmentos biológicamente 
activos que contienen cambios conservativos o no conservativos, así como cualquier molécula de ácido nucleico que 15
es sustancialmente idéntica, es decir, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 
98%, o 99% idéntica a uno cualquiera de los polinucleótidos que codifican sialoadhesina mencionados 
anteriormente. En una realización particular, el polinucleótido de sialoadhesina es 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 
90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntico a la molécula de ácido nucleico que codifica 
sialoadhesina porcina (número de acceso Genbank NM_214346).20

Los fragmentos biológicamente activos de sialoadhesina incluyen fragmentos que retienen la actividad de la proteína 
de longitud completa, es decir, que retienen la capacidad de unirse a VSRRP. Los fragmentos biológicamente 
activos incluyen, por ejemplo, la forma soluble conocida de sialoadhesina, fragmentos que contienen al menos 1, 2, 
3 o 4 de los dominios similares a Ig, en particular los dominios N-terminales, más en particular que consisten en el 
dominio similar a Ig de unión a ácido siálico, variable, N-terminal.25

Como se usan aquí, las expresiones “polinucleótido” y “ácido nucleico” se usan de forma intercambiable para 
referirse a polinucleótidos de cualquier longitud, ya sea desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos, o análogos de los 
mismos (por ejemplo, inosina, 7-desazaguanosina, etc.). “Oligonucleótidos” se refiere a polinucleótidos de menos de 
100 nucleótidos de longitud, preferiblemente menos de 50 nucleótidos de longitud, y lo más preferible alrededor de 
10-30 nucleótidos de longitud. Los polinucleótidos pueden tener cualquier estructura tridimensional, y pueden llevar 30
a cabo cualquier función, conocida o desconocida. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleótidos: un 
gen o fragmento génico (por ejemplo, una sonda, cebador, etiqueta EST o SAGE), exones, intrones, ARN mensajero 
(ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosómico, ribozimas, ADNc, polinucleótidos recombinantes, polinucleótidos 
ramificados, plásmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas 
y cebadores de ácidos nucleicos. Un polinucleótido puede incluir nucleótidos modificados, tales como nucleótidos 35
metilados y análogos nucleotídicos. Si están presentes, las modificaciones a la estructura nucleotídica se pueden 
proporcionar antes o después del ensamblaje del polímero. La secuencia de nucleótidos se puede interrumpir por 
componentes no nucleotídicos. Un polinucleótido se puede modificar adicionalmente tras la polimerización, tal como 
mediante conjugación con un componente marcador. El término también se refiere tanto a moléculas bicatenarias 
como monocatenarias. Excepto que se especifique o se requiera de otro modo, cualquier realización de esta 40
invención que sea un polinucleótido engloba tanto la forma bicatenaria como cada una de las dos formas 
monocatenarias complementarias conocidas o que se predice que constituyen la forma bicatenaria. 

“Polipéptido” se refiere a cualquier péptido o proteína que comprende aminoácidos unidos entre sí mediante enlaces 
peptídicos o enlaces peptídicos modificados. “Polipéptido” se refiere tanto a cadenas cortas, habitualmente 
denominadas péptidos, oligopéptidos u oligómeros, como a cadenas más largas, generalmente denominadas 45
proteínas. Los polipéptidos pueden contener aminoácidos distintos de los 20 aminoácidos codificados por los genes.

“Polipéptidos” incluye secuencias de aminoácidos modificadas mediante procesos naturales, tal como 
procesamiento post-traduccional, o mediante técnicas de modificación química, que son bien conocidas en la 
técnica. Tales modificaciones están bien descritas en textos básicos y en monografías más detalladas, así como en 
bibliografía de investigación voluminosa.50

Las modificaciones pueden ocurrir en cualquier parte en un polipéptido, incluyendo la cadena principal del péptido, 
las cadenas laterales de aminoácidos y los términos amino o carboxilo. Se apreciará que puede estar presente el 
mismo tipo de modificación en el mismo grado o en grados variables en varios sitios en un polipéptido dado. 
También, un polipéptido dado puede contener muchos tipos de modificaciones (véanse, por ejemplo, Proteins-
Structure and Molecular Properties, 2ª Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, Nueva York, 1993; Wold, 55
F., Post-translational Protein Modifications: Perspectives and Prospects, páginas 1-12 en Postranslational Covalent 
Modification of Proteins, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, Nueva York, 1983; Seifter et al., “Analysis for protein 
modifications and nonprotein cofactors”, Meth Enzymol (1990) 182: 626-646 y Rattan et al., “Protein Synthesis: Post-
translational Modifications and Aging”, Ann NY Acad Sci (1992) 663: 4842).
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Identidad de secuencias

El porcentaje de identidad de secuencias de ácidos nucleicos y de polipéptidos se puede calcular usando algoritmos 
comercialmente disponibles que comparan una secuencia de referencia con una secuencia de consulta. Para 
determinar homologías/identidades, se pueden usar los siguientes programas (proporcionados por el National 
Center for Biotechnology Information): BLAST, BLAST con espacios, BLASTN y PSI-BLAST, que se pueden usar 5
con los parámetros por defecto.

El algoritmo GAP (Genetics Computer Group, Madison, WI) usa el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear 
dos secuencias completas que maximiza el número de emparejamientos y minimiza el número de espacios. 
Generalmente, se usan los parámetros por defecto, con una penalización de creación de espacio = 12 y una 
penalización de extensión de espacio = 4.10

Otro método para determinar la mejor concordancia global entre una secuencia de ácido nucleico o una porción de 
la misma y una secuencia de consulta es el uso del programa de ordenador FASTDB basado en el algoritmo de 
Brutlag et al (Comp. App. Biosci., 6; 237-245 (1990)). El programa proporciona un alineamiento de secuencias 
global. El resultado de dicho alineamiento de secuencias global es la identidad en porcentaje. Los parámetros 
adecuados usados en una búsqueda de FASTDB de una secuencia de ADN para calcular el porcentaje de identidad 15
son: Matriz = Unitaria, k-tuple = 4, Penalización de Falta de Concordancia = 1, Penalización de Unión = 30, Longitud 
de Grupo de Aleatorización = 0, Puntuación de Corte = 1, Penalización de Espacio = 5, Penalización de Tamaño de 
Espacio = 0,05, y Tamaño de Ventana = 500 o la longitud de la secuencia de consulta en bases nucleotídicas, lo que 
sea más corto. Los parámetros adecuados para calcular el porcentaje de identidad y la similitud de un alineamiento 
de aminoácidos son: Matriz = PAM 150, k-tuple = 2, Penalización de Falta de Concordancia = 1, Penalización de 20
Unión = 20, Longitud de Grupo de Aleatorización = 0, Puntuación de Corte = 1, Penalización de Espacio = 5, 
Penalización de Tamaño de Espacio = 0,05, y Tamaño de Ventana = 500 o la longitud de la secuencia de consulta 
en bases nucleotídicas, lo que sea más corto.

Expresión de CD163 y de sialoadhesina

La “expresión” se refiere generalmente al proceso mediante el cual los polinucleótidos se transcriben en ARNm, y/o 25
al proceso mediante el cual el ARNm se traduce subsiguientemente en péptidos, polipéptidos o proteínas. Por tanto, 
la “expresión” de un producto génico, en la presente invención de CD163 y sialoadhesina, se puede determinar a 
nivel del ácido nucleico o a nivel proteico.

La detección puede hacerse mediante cualquier método apropiado, incluyendo, por ejemplo, detectando la cantidad 
de ARNm transcrito a partir del gen, o la cantidad de ácidos nucleicos derivados de los transcritos de ARNm. Los 30
ejemplos de ácidos nucleicos derivados de un ARNm incluyen un ADNc producido a partir de la transcripción inversa 
del ARNm, un ARN transcrito a partir del ADNc, un ADN amplificado a partir del ADNc, un ARN transcrito a partir del 
ADNc amplificado, y similar. A fin de detectar el nivel de expresión del ARNm, la cantidad del ácido nucleico 
derivado debería de ser proporcional a la cantidad del transcrito de ARNm del que deriva. El nivel de expresión del 
ARNm de un gen se puede detectar mediante cualquier método incluyendo procedimientos de hibridación (por 35
ejemplo, matrices de ácidos nucleicos, análisis de transferencia Northern, etc.) y/o de amplificación según métodos 
ampliamente conocidos en la técnica. Por ejemplo, el ARN en o procedente de una muestra se puede detectar 
directamente o tras la amplificación. Se puede usar cualquier método de amplificación adecuado. En una realización, 
el ADNc se transcribe de forma inversa a partir de ARN, y entonces se amplifica opcionalmente, por ejemplo, 
mediante PCR. Tras la amplificación, los fragmentos de ADN resultantes se pueden detectar, por ejemplo, mediante 40
electroforesis en gel de agarosa seguido de visualización con tinción con bromuro de etidio e iluminación con luz 
ultravioleta. Una amplificación específica de genes de interés expresados diferencialmente se puede verificar 
demostrando que el fragmento de ADN amplificado tiene el tamaño predicho, presenta el patrón de digestión por 
restricción afirmado, y/o se hibrida a la secuencia de ADN clonada correcta.

En métodos de hibridación, se usa una sonda, es decir, moléculas de ácidos nucleicos que tienen al menos 10 45
nucleótidos y que muestran complementariedad u homología de secuencia con la molécula de ácido nucleico a 
determinar. Se sabe en la técnica que una sonda “perfectamente emparejada” no es necesaria para una hibridación 
específica. Una sonda útil para detectar ARNm es al menos alrededor de 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 99% idéntica 
a la región homóloga en la molécula de ácido nucleico a determinar. En un aspecto, una sonda tiene alrededor de 50 
a alrededor de 75 nucleótidos, o, como alternativa, alrededor de 50 a alrededor de 100 nucleótidos de longitud. 50
Estas sondas se pueden diseñar a partir de la secuencia de genes de longitud completa. En ciertas realizaciones, 
será ventajoso emplear secuencias de ácidos nucleicos como se describen aquí en combinación con un marcador 
apropiado para detectar secuencias de hibridación y/o complementarias. En la técnica se conoce una amplia 
variedad de marcadores, etiquetas y/o informadores apropiados, incluyendo ligandos fluorescentes, radioactivos, 
enzimáticos u otros ligandos, tales como avidina/biotina, que son capaces de dar una señal detectable. Se puede 55
emplear un marcador fluorescente o una etiqueta enzimática, tal como ureasa, fosfatasa alcalina o peroxidasa, en 
lugar de reactivos radioactivos u otros reactivos medioambientalmente indeseables. En el caso de etiquetas 
enzimáticas, se conocen sustratos indicadores colorimétricos que se pueden emplear para proporcionar una señal 
que es visible al ojo humano o espectrofotométricamente, para identificar la hibridación específica con muestras que 
contienen ácidos nucleicos complementarios.60
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La detección del nivel de expresión génica también puede incluir detectar la cantidad del polipéptido o proteína 
codificados por el gen. Para el análisis proteico, en la técnica existe una variedad de técnicas. Incluyen, pero no se 
limitan a, radioinmunoensayo (RIA), ELISA (ensayos inmunorradiométricos ligados a enzima), inmunoensayos de 
“sándwich”, ensayos inmunorradiométricos, inmunoensayos in situ (usando, por ejemplo, oro coloidal, marcadores 
enzimáticos o radioisótopos), análisis de transferencia western, ensayos de inmunoprecipitación, ensayos 5
inmunofluorescentes, y PAGE-SDS. Un método para determinar el nivel de proteína implica (a) proporcionar una 
muestra biológica que contiene polipéptidos, y (b) medir la cantidad de cualquier unión inmunoespecífica que se 
produzca entre un anticuerpo reactivo con el producto de expresión de un gen de interés y un componente en la 
muestra, en el que la cantidad de unión inmunoespecífica indica el nivel de las proteínas expresadas. Para estos 
inmunoensayos se requieren anticuerpos que reconocen y se unen específicamente a los productos proteicos de 10
estos genes. Éstos se pueden adquirir de vendedores comerciales, o se pueden generar e identificar usando 
métodos bien conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, MOLECULAR CLONING: 
A LABORATORY MANUAL, 2ª edición (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel 
et al. eds., (1987)); la serie METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL 
APPROACH (MJ. MacPherson, B.D. Hames and G.R. Taylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1988) 15
ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL and ANIMAL CELL CULTURE (R.I. Freshney, ed. (1987)). 

En un segundo objetivo, la presente invención proporciona un método para generar una célula o células permisivas 
para, o para incrementar la permisividad de una célula o células para VSRRP, comprendiendo dicho método tratar 
dichas células para producir una expresión tanto de CD163 como de sialoadhesina.

La expresión de CD163 y de sialoadhesina se puede facilitar o incrementar mediante métodos que implican la 20
introducción de ácido nucleico exógeno en la célula. Tal célula puede comprender un polinucleótido o vector de una 
manera que permite la expresión de un polipéptido codificado de CD163 o sialoadhesina.

Los polinucleótidos que codifican CD163 o sialoadhesina se pueden introducir en la célula hospedante como parte 
de un plásmido circular, como un ADN lineal que comprende una región que codifica la proteína aislada, o en un 
vector vírico. Los métodos para introducir ácido nucleico exógeno en la célula hospedante bien conocidos y puestos 25
en práctica de forma habitual en la técnica incluyen transformación, transfección, electroporación, inyección nuclear, 
o fusión con portadores tales como liposomas, micelas, células hospedantes, y protoplastos. Los sistemas de células 
hospedantes de la invención incluyen sistemas de células vegetales, de invertebrados y de vertebrados. Los 
hospedantes pueden incluir, pero no se limitan a, los siguientes: células de insectos, células de riñón porcino (PK), 
células de riñón felino (FK), células testiculares de cerdo (ST), células de riñón de mono verde africano (células MA-30
104, MARC-145, VERO, y COS), células de ovario de hámster chino (CHO), células de riñón de hámster recién 
nacido, células 293 humanas, y fibroblastos 3T3 murinos. Para la expresión de los polipéptidos según la invención 
también se pueden usar sistemas de cultivo de células hospedantes de insectos. En otra realización, los polipéptidos 
se expresan usando un sistema de expresión de Drosophila. Como alternativa, los polipéptidos se expresan usando 
plataformas de producción a base de plantas, tales como, por ejemplo, descritas en Twyman R.M. et al., Molecular 35
farming in plants: host systems and expression technology Trends Biotechnol. 21, 570-578.

La elección de un vector de expresión adecuado para la expresión de los polipéptidos según la invención dependerá 
por supuesto de la célula hospedante específica a usar, y está dentro de la pericia del experto normal. Los ejemplos 
de vectores de expresión adecuados incluyen pSport y pcDNA3 (Invitrogen), pCMV-Script (Stratagene), y pSVL 
(Pharmacia Biotech). Los vectores de expresión para uso en células hospedantes de mamífero pueden incluir 40
secuencias de control transcripcionales y traduccionales derivadas de genomas víricos. Las secuencias promotoras 
y secuencias modificadoras usadas normalmente que se pueden usar en la presente invención incluyen, pero no se 
limitan a, las derivadas de citomegalovirus humano (CMV), virus del sarcoma de Rous (RSV), adenovirus 2, virus del 
polioma, y virus 40 del simio (SV40). Los métodos para la construcción de vectores de expresión de mamíferos se 
describen, por ejemplo, en Okayama y Berg (Mol. Cell. Biol. 3:280 (1983)); Cosman et al. (Mol. Immunol. 23:935 45
(1986)); Cosman et al. (Nature 312:768 (1984)); documento EP-A-0367566; y documento WO 91/18982.

Debido a que se sabe que existen secuencias de CD163 en células de diversas especies, el gen endógeno se 
puede modificar para permitir, o incrementar, la expresión del polipéptido de CD163. Las células se pueden 
modificar (por ejemplo, mediante recombinación homóloga) para proporcionar una mayor expresión sustituyendo, en 
todo o en parte, el promotor de CD163 de origen natural por todo o parte de un promotor heterólogo, de manera que 50
las células expresan el polipéptido de CD163 en mayores niveles. El promotor heterólogo se inserta de tal manera 
que esté enlazado operativamente a secuencias codificantes de CD163 endógenas. [Véanse, por ejemplo, la 
Publicación Internacional PCT nº WO 94/12650, Publicación Internacional PCT nº WO 92/20808, y Publicación 
Internacional PCT nº WO 91/09955]. También se contempla que, además del ADN promotor heterólogo, se puede 
insertar ADN marcador amplificable (por ejemplo, ada, dhfr, y el gen cad multifuncional, que codifica carbamil fosfato 55
sintasa, aspartato transcarbamilasa, y dihidroorotasa) y/o ADN intrónico junto con el ADN promotor heterólogo. Si se 
enlaza a la secuencia codificante de CD163, la amplificación del ADN marcador mediante métodos de selección 
estándar da como resultado la coamplificación de las secuencias codificantes de CD163 en las células.

La expresión de CD163 también se puede inducir mediante tratamiento químico. Los ésteres de forbol, 
especialmente el miristato-acetato de forbol (PMA), activan una o más isozimas del receptor de membrana ubicuo, 60
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proteína cinasa C (PKC), y son medios particularmente preferidos para incrementar la expresión de CD163. También 
se contemplan otros métodos de movilización del calcio intracelular.

La expresión de sialoadhesina también se puede inducir mediante tratamiento químico. Se ha dado a conocer que 
IFN- incrementa e incluso es capaz de inducir la expresión de sialoadhesina en la estirpe de células de monocitos-
macrófagos. De este modo, el tratamiento con IFN- es un medio alternativo para incrementar/inducir la expresión 5
de sialoadhesina en una célula.

Líneas celulares

Las líneas celulares identificadas u obtenidas usando los métodos de la presente invención son claramente un 
objeto adicional de la presente invención.

En una primera realización, estas líneas celulares consisten en cultivos celulares primarios de células identificadas 10
como permisivas para VSRRP, con la condición de que dichas células no sean las células hospedantes naturales, es 
decir, las subpoblaciones conocidas de macrófagos bien diferenciados, en particular los macrófagos alveolares que 
son las células diana primarias de una infección por VSRRP.

Las células que se cultivan directamente a partir de un animal o persona son conocidas como “células primarias”. 
Con la excepción de algunos derivados de tumores, la mayoría de los cultivos de células primarias tienen una 15
duración limitada. Después de un cierto número de duplicaciones de la población, las células sufren el proceso de 
senescencia y detienen la división, mientras que generalmente retienen la viabilidad. Los métodos para hacer crecer 
cultivos en suspensión y de adhesión de células primarias son conocidos por la persona experta en la técnica, tales 
como, por ejemplo, los descritos en “General Techniques of Cell Culture”, Maureen A. Harrison e Ian F. Rae, 
Cambridge University Press 2007.20

Como se usa en los métodos de la presente invención, las “células primarias” derivan de células que apoyan la 
replicación del VSRRP. En una realización, dichas células consisten en las subpoblaciones conocidas de células 
diferenciadas de la estirpe de monocitos/macrófagos, en particular los macrófagos alveolares que son las células 
diana primarias de una infección por VSRRP. En realizaciones particulares de la presente invención, las “células 
primarias” derivan de los macrófagos alveolares que son las células diana primarias.25

Esto contrasta con las “células continuas”, también conocidas como “una línea celular establecida” o “inmortalizada”, 
que ha adquirido la capacidad para proliferar indefinidamente ya sea a través de mutación al azar o modificación 
deliberada, tal como la expresión artificial del gen de la telomerasa. Existen numerosas líneas celulares bien 
establecidas representativas de tipos celulares particulares.

En el contexto de la presente invención, las células continuas derivan mediante inmortalización de los cultivos 30
celulares primarios mencionados aquí anteriormente o se obtienen de una línea celular continua establecida tratada, 
en particular mediante transfección con una secuencia de ácido nucleico que codifica CD163 y/o sialoadhesina, para 
producir una expresión estable tanto de CD163 como de sialoadhesina. En una realización alternativa, la expresión 
de CD163 también se puede inducir mediante tratamiento químico en líneas de células continuas que expresan de 
forma estable Sn. Los ésteres de forbol, especialmente miristato-acetato de forbol (PMA), activan una o más 35
isozimas del receptor de membrana ubicuo, proteína cinasa C (PKC), y son medios particularmente preferidos para 
incrementar la expresión de CD163. También se contemplan otros métodos de movilización del calcio intracelular. 
Análogamente, también se pueden inducir células continuas que expresan de forma estable CD163 para que 
expresen Sn mediante tratamiento químico, usando, por ejemplo, IFN-.

Los ejemplos de líneas de células continuas derivadas de la estirpe de monocitos/macrófagos y útiles en el contexto 40
de la presente invención son THP-1, MM-1, J774, SU-DHL, RAW264, 3D4, y otras.

Existen varios métodos consolidados para inmortalizar células de mamífero en cultivo. Los genes víricos, incluyendo 
el virus de Epstein-Barr (EBV), el antígeno T del virus 40 del simio (SV40), el adenovirus E1A y E1B, y el virus del 
papiloma humano (HPV) E6 y E7 pueden inducir inmortalización mediante un proceso conocido como 
transformación vírica. Aunque el proceso es fiable y relativamente simple, estas células se convierten en 45
genéticamente inestables (aneuploidía) y pierden las propiedades de células primarias. Para la mayor parte, estos 
genes víricos logran la inmortalización inactivando los genes supresores de tumores que ponen a las células en un 
estado senescente replicativo. El método preferido para inmortalizar células es a través de la expresión de la 
proteína de transcriptasa inversa telomerasa (TERT), particularmente aquellas células más afectadas por la longitud 
del telómero (por ejemplo, humanas). Esta proteína es inactiva en la mayoría de las células somáticas, pero cuando 50
hTERT es expresada de forma exógena, las células son capaces de mantener longitudes del telómero suficientes 
para evitar la senescencia replicativa. El análisis de varias líneas celulares inmortalizadas por la telomerasa ha 
verificado que las células mantienen un genotipo estable y retienen marcadores fenotípicos críticos.

Las células continuas bien establecidas usadas aquí se seleccionan típicamente del grupo que consiste en células 
con características leucocitarias, o en células no leucocitarias tales como, por ejemplo, células de testículo de cerdo, 55
células de riñón de cerdo (por ejemplo, PK15 (CCL-33), SK-RST (CRL-2842)), cultivos de células epiteliales, 
queratinocitos de piel (por ejemplo, HEK001 (CRL-2404), CCD1102 (CRL-2310)), células Vero (CCL-81), 
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fibroblastos de pulmón fetales humanos (por ejemplo HFL1 (CCL-153)), células de pulmón embriónicas humanas 
(por ejemplo HEL299 (CCL-137)), células de ovario de hámster chino (CHO) o células de riñón embriónicas 
humanas (HEK).

Por tanto, en una realización adicional, las líneas celulares consisten en células continuas que expresan tanto 
CD163 como sialoadhesina.5

Cultivo de virus

En un objetivo adicional, la presente invención proporciona un método para preparar un cultivo de un VSRRP, 
comprendiendo dicho método proporcionar una línea celular identificada u obtenida usando uno cualquiera de los 
métodos mencionados anteriormente, identificar dicha línea celular con virus, y cosechar el virus a partir del cultivo 
celular.10

Una vez que el virus se ha hecho crecer hasta títulos elevados, se puede procesar según el uso pretendido, por 
ejemplo en el diagnóstico o producción de vacunas, por medios conocidos en la técnica.

Por ejemplo, en el caso de la producción de vacunas, los virus cosechados se pueden inactivar, por ejemplo con 
formalina, BPI, BEA o irradiación gamma, para uso en vacunas. En la alternativa, la cepa vírica usada en la infección 
puede ser una cepa atenuada para uso en la producción de vacunas atenuadas.15

Diagnóstico

En los métodos de diagnóstico, las células permisivas de la presente invención se ponen en contacto con una 
muestra tomada de un sujeto infectado; las células se cultivan para permitir la replicación del virus; el virus se 
cosecha a partir de dicho cultivo celular y se identifica usando procedimientos conocidos en la técnica, tales como 
por ejemplo, usando anticuerpos específicos para VSRRP.20

El anticuerpo específico (del virus) es en particular un anticuerpo monoclonal o un derivado del mismo, 
seleccionándose este último preferiblemente del grupo de fragmentos de anticuerpos, conjugados u homólogos, 
pero también complejos y absorbatos conocidos por el experto. En una realización particular, los anticuerpos 
específicos (del virus) se seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos específicos de la nucleocápside del 
VSRRP, tales como P3/27 y SDOW17 y WBE1, 4, 5 y 6.25

En la alternativa, la presente invención proporciona el uso de los virus cosechados a partir de los cultivos celulares 
mencionados anteriormente en métodos para determinar una infección vírica o una infección vírica previa en un 
sujeto, evaluando la presencia de anticuerpos específicos del virus en la muestra tomada de dicho sujeto, es decir, 
detectando la unión de dichos anticuerpos específicos del virus a los virus cosechados a partir del cultivo celular, o la 
unión de los anticuerpos específicos del virus a las células infectadas que expresan proteínas víricas.30

En la técnica existe una variedad de técnicas para determinar la unión de los anticuerpos específicos del virus al 
virus. Incluyen, pero no se limitan a, radioinmunoensayo (RIA), ELISA (ensayos inmunorradiométricos ligados a 
enzima), inmunoensayos de “sándwich”, inmunoensayos de “competición”, ensayos inmunorradiométricos, 
inmunoensayos in situ (usando, por ejemplo, oro coloidal, marcadores enzimáticos o radioisótopos), análisis de 
transferencia western, ensayos de inmunoprecipitación, ensayos inmunofluorescentes y PAGE-SDS.35

En una realización particular, la presencia de anticuerpos específicos del virus se determinará usando un ensayo de 
competición o de sándwich típico. Por ejemplo, en un ensayo de sándwich, la unión de los anticuerpos específicos 
del virus se realiza usando un anticuerpo marcado secundario, que es reactivo para el anticuerpo primario específico 
del virus y tiene preferiblemente la capacidad para reaccionar con múltiples sitios en el anticuerpo primario. En un 
ensayo de competición, una cantidad estándar de un anticuerpo marcado específico del virus competirá con los 40
anticuerpos presentes en la muestra por la unión al virus.

Los marcadores conocidos son del tipo radioactivo o fluorométrico, que se detectan mediante instrumentación, y 
marcadores colorimétricos, típicamente marcadores enzimáticos que provocan la conversión de un sustrato 
correspondiente en la forma coloreada.

Las enzimas se han usado a menudo como marcadores en inmunoensayo. En el inmunoensayo enzimático 45
convencional (EIA), una enzima se conjuga covalentemente con un componente de un par que se une 
específicamente de antígeno-anticuerpo, y el conjugado enzimático resultante se hace reaccionar con un sustrato 
para producir una señal que se detecta y se mide. La señal puede ser un cambio de color, detectada a simple vista o 
mediante una técnica espectrofotométrica, o puede ser la conversión del sustrato en un producto detectado 
mediante fluorescencia.50

En consecuencia, es un objeto de la presente invención proporcionar un método para determinar una infección vírica 
o una infección vírica previa en un sujeto, comprendiendo dicho método: 

cosechar VSRRP a partir de un cultivo celular obtenible usando uno cualquiera de los métodos de la presente 
invención;
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poner en contacto dicho virus con una muestra tomada de dicho sujeto; y

determinar la presencia de anticuerpos específicos del virus en la muestra tomada de dicho sujeto.

En uno cualquiera de los métodos de diagnóstico, mencionados aquí anteriormente, la muestra es típicamente un 
fluido biológico, tal como, por ejemplo, suero, calostros, fluidos de lavado broncoalveolar, saliva, orina o heces, tejido 
o un extracto tisular. El tejido o extracto tisular a analizar incluye aquellos que se sabe, o que se sospecha, que son 5
permisivos para el virus, tales como, por ejemplo, PBMC (células mononucleares de sangre periférica), macrófagos 
alveolares, tejidos linfoides tales como ganglios linfáticos, bazo, amígdalas y timo, y tejidos no linfoides tales como 
pulmones e hígado.

Esta invención se entenderá mejor con referencia a los Detalles Experimentales que siguen, pero los expertos en la 
técnica apreciarán fácilmente que éstos son solamente ilustrativos de la invención como se describe de forma más 10
completa en las reivindicaciones que siguen más adelante. Adicionalmente, a lo largo de esta solicitud, se citan 
diversas publicaciones. La descripción de estas publicaciones es para describir de forma más completa el estado de 
la técnica a la que pertenece esta invención.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran la invención. A la luz de estos ejemplos, la persona experta en la técnica ideará 15
otras realizaciones.

MÉTODOS

Cultivo celular y transfección

Se obtuvieron macrófagos alveolares primarios de cerdos Belgian Landrace convencionales de 4 a 6 semanas 
procedentes de una manada negativa para VSRRP como se describe por Wensvoort et al. (Wensvoort et al., 1991), 20
y se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de aminoácidos no esenciales 
y 1 mM de piruvato sódico. Se cultivaron células Marc-145 en Medio Esencial Mínimo con sales de Earle (MEM) 
suplementado con 5% de FBS. Se hicieron crecer células PK-15 en MEM suplementado con 10% de FBS. Se 
cultivaron células BHK-21 en MEM suplementado con 10% de FBS, 1% de aminoácidos no esenciales y 1 mM de 
piruvato sódico. Se cultivaron células CHO-K1 en medio F-12 suplementado con 10% de FBS y 1 mM de piruvato 25
sódico. Todas las células se hicieron crecer en su medio específico suplementado con 2 mM de L-glutamina y una 
mezcla de antibióticos en una atmósfera humidificada de CO2 al 5% a 37ºC. Las células PK-15, BHK-21 y CHO-K1 
se transfectaron respectivamente con lipofectamina (Invitrogen), lipofectamina 2000 (Invitrogen) y FuGENE 6 
(Roche) según las instrucciones del fabricante.

Virus30

Se usó la pasada 13ª en macrófagos de la cepa del VSRRP de prototipo europeo, virus Lelystad (LV) (proporcionado 
amablemente por G. Wensvoort), (Wensvoort et al., 1991). La cepa europea del VSRRP se hizo pasar en primer 
lugar sobre macrófagos y se cultivo subsiguientemente en células Marc-145 durante 4 pasadas, mientras que para la 
cepa del VSRRP de prototipo americano, VR-2332, se usó la 4ª pasada en células Marc-145, que nunca se hizo 
pasar sobre macrófagos (Collins et al., 1992). Se usó una 5ª pasada en células Marc-145 del aislado belga 94v360 35
(Duan et al., 1997a).

Anticuerpos 

CD163 se detectó vía anticuerpo monoclonal (mAb) 2A10 de ratón anti-CD163 porcino (Ab-Direct) (Bullido et al.,
1997; Sanchez et al., 1999) o anticuerpo policlonal (pAb) de cabra anti-CD163 humano (R&D Systems). Para el 
reconocimiento de sialoadhesina porcina, se ha usado el mAb 41D3 (Duan et al., 1998b; Vanderheijden et al., 2003). 40
Como controles negativos, se usó mAb 13D12 irrelevante de isotipo comparable dirigido contra gD del virus de la
pseudorrabia (Nauwynck y Pensaert, 1995) y anticuerpos de cabra purificados. VSRRP se visualizó vía el mAb 
P3/27 que reconoce la nucleocápside (Wieczorek-Krohmer et al., 1996), o un suero policlonal porcino obtenido de 
cerdos infectados con VSRRP. 

Constructos45

Se han descrito variantes de CD163 que difieren en su cola citoplásmica (Nielsen et al., 2006). Puesto que estas 
variaciones no parecen determinar la función receptora del VSRRP (Calvert et al., 2007), solamente se ha clonado 
una variante, la corta. Por lo tanto, se aisló ARN celular total a partir de macrófagos porcinos vía el RNeasy Mini Kit 
(Qiagen) y se convirtió subsiguientemente en ADNc vía cebadores oligo dT (Invitrogen) y transcriptasa inversa 
SuperScript II (Invitrogen), seguido de tratamiento con RNase H (Gibco). El ADNc monocatenario obtenido sirvió a 50
su vez como molde para la amplificación mediante PCR de la secuencia de CD163 vía la polimerasa Pfx Platinum 
(Invitrogen) y los siguientes cebadores: cebador directo 5’CAC CAT GGA CAA ACT CAG AAT GGT GCT ACA TGA 
AAA CTC T3’, y cebador inverso 5’TCA TTG TAC TTC AGA GTG GTC TCC TGA GGG ATT 3’ (Invitrogen). El 
fragmento de PCR se clonó entonces finalmente en el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO (Invitrogen).
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La sialoadhesina se clonó en el mismo vector como se describió por Vanderheijden et al. (Vanderheijden et al.,
2003). Todas las secuencias se verificaron vía digestión por restricción y secuenciación.

Líneas celulares estables

Para construir una línea celular que coexpresa Sn y CD163, se transfectaron células CHO-K1 con un plásmido que 
contiene el ADNc de Sn y un gen de resistencia a geneticina. Tras la selección en busca de la resistencia a 5
geneticina, las células se transfectaron con un plásmido que contiene el ADNc de CD163 y un gen de resistencia a 
zeocina, que permitió la selección de células que expresan tanto Sn como CD163. Finalmente, se aislaron 16 clones 
que coexpresaron Sn y CD163 (CHOSn-CD163). Se aislaron 10 clones en los que el 100% de las células 
expresaron de forma estable Sn y CD163, mientras que los otros 6 clones perdieron la expresión del receptor de Sn 
o de CD163. Tras un primer cribado para la susceptibilidad a la infección por VSRRP, se seleccionaron tres clones 10
CHOSn-CD163, es decir IC5, ID9 y IF3, para la investigación posterior, y se depositaron en la Belgian Coordinated 
Collections of Microorganisms como CHO-Sn/CD163 IC5, CHO-Sn/CD163 ID9 y CHO-Sn/CD163 IF3 con los 
números de accesos respectivos LMBP 6677CB, LMBP 6678CB y LMBP 66779 CB, respectivamente.

Inactivación vírica

La inactivación con radiación ultravioleta (UV) se llevó a cabo con un reticulador de UV (UVP, Inc). Se radió virus 15
purificado (107 TCID50/ml) con luz UV de diferentes dosis (0 - 100 - 1000 - 2000 - 3000 o 4000 mJ/cm2) (Darnell et 
al. 2004). La inactivación con etilenimina binaria (BEI) se realizó incubando virus purificado (107 TCID50/ml) con 1 
mM de BEI (Aldrich) durante varias (0 - 6 - 12 - 24 - 48 o 72 horas) a 37ºC. La reacción se detuvo con 0,1 mM de 
tiosulfato de sodio (Sigma) (Mondal et al. 2005).

Citometría de flujo20

Veinticuatro horas después de la siembra, los macrófagos se recogieron de la placa de cultivo celular mediante 
incubación con PBS enfriado con hielo durante 30 min. a 4ºC inmediatamente antes de la inmunotinción y del 
análisis citométrico de flujo. Las células se fijaron primeramente con paraformaldehído al 3%, seguido del lavado e 
incubación con mAb primario 41D3, 2A10, o anticuerpos de control de isotipo comparable, a 4ºC. Después, las 
células se lavaron 3 veces, y se incubaron subsiguientemente con Ab de cabra anti-ratón marcado con FITC 25
(Molecular Probes). Finalmente, las células se lavaron 3 veces, se resuspendieron en disolución salina tamponada 
con fosfato (PBS) y se analizaron con un Becton-Dickinson (San Jose, California) FACScalibur. Para cada muestra, 
se analizaron veinte mil células, y se almacenaron tres parámetros para el análisis posterior: dispersión directa de la 
luz, dispersión hacia los lados de la luz, y fluorescencia verde.

Titulación del virus30

Para determinar el título del virus extracelular, se recogió sobrenadante y se centrifugó para eliminar el desecho 
celular. Para determinar el título de virus intracelular, las células se lavaron, se recogieron y se analizaron mediante 
3 ciclos de congelación-descongelación. Para la titulación en células Marc-145, las células se plantaron 3 días antes 
de la inoculación. Después, se inocularon con una serie de dilución de 10 veces de las muestras y se incubaron 
durante 7 días a 37ºC, seguido de la evaluación del efecto citopático (CPE). Para la titulación en macrófagos, las 35
células se plantaron 1 día antes de la inoculación seguido de la inoculación con una serie de dilución de 10 veces de 
las muestras, incubación durante 3 días a 37ºC, y finalmente evaluación. Se estudió la CPE, y además las células 
infectadas se visualizaron vía un ensayo de monocapa de inmunoperoxidasa (IPMA) (Wensvoort et al., 1991).

Tinción y microscopía de inmunofluorescencia

Las células transfectadas y/o infectadas se fijaron con metanol enfriado con hielo, excepto que se demandaran 40
fotografías o estudios de colocalización. En estos casos, se usó paraformaldehído al 3%, y, si fue necesario, esas 
células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1%. Los reactivos de fijación y de permeabilización se eliminaron 
vía lavado 3 veces con PBS. Las células fijadas se incubaron con anticuerpos primarios durante al menos 1 h a 
37ºC, se lavaron 3 veces con PBS, y se incubaron adicionalmente con anticuerpos secundarios durante al menos 1 
h a 37ºC. Finalmente, las células se lavaron 3 veces, se embebieron en glicerina-DABCO, se montaron y se 45
analizaron vía microscopía de fluorescencia.

Colocalización

Para cuantificar la colocalización entre sialoadhesina y CD163 en la superficie de macrófagos, se tomaron imágenes 
confocales y se analizaron vía el programa CoLocalizer Pro. Antes de fusionar las dos imágenes, se restó el fondo 
fluorescente débil. En base a la superposición, se calcularon diferentes parámetros de colocalización según el 50
manual.

Tratamiento de macrófagos con anticuerpos específicos de sialoadhesina y de CD163

Los macrófagos se sembraron en 96 pocillos 24 h antes de que se llevase a cabo el experimento. Se preparó una 
serie de diluciones de tres veces para diferentes anticuerpos (2A10, CD163-pAb, 41D3, 13D12, anticuerpos de 
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cabra purificados) y el complejo HbHp (Hb Ao H0267, Hp type2-2 H9762 de Sigma-Aldrich), que se obtuvo mediante 
incubación durante 15 min. de ambos componentes a temperatura ambiente. Los macrófagos se incubaron entonces 
durante una hora a 37ºC con el gradiente de concentración de anticuerpos/proteínas, seguido de la inoculación con 
VSRRP en presencia de anticuerpos/proteínas durante una hora a 37ºC. Después del tratamiento, las células se 
lavaron, se incubaron adicionalmente durante 9 a 37ºC y se fijaron con metanol. Las células infectadas se 5
visualizaron vía una tinción de inmunoperoxidasa con mAb P3/27 o el suero policlonal de cerdo como anticuerpos 
primarios, y respectivamente anti-ratón de cabra HRP o anticerdo de conejo HRP (Dako) como anticuerpos 
secundarios. En las reacciones de control, no se observó ninguna diferencia en el porcentaje de células infectadas 
para los 2 anticuerpos diferentes que reconocen VSRRP. Después de contar el porcentaje de células infectadas, se 
calcularon los porcentajes relativos de infección con células sin ningún tratamiento con anticuerpos/proteínas como 10
valor de referencia representado mediante el dato de RPMI.

Experimentos de infección en células no de diana y en macrófagos

Para diferentes experimentos de infección, se usó un protocolo similar como se describirá aquí. Veinticuatro horas 
tras la transfección de células no diana con VSRRP, o 24 h tras la siembra de los macrófagos, las células se lavaron 
una vez con RPMI seguido de inoculación con sobrenadante vírico de VSRRP, que se aclaró del desecho celular vía 15
centrifugación. Las células inoculadas se incubaron durante 1 h a 37ºC en presencia del virus. Tras la eliminación 
del virus, los macrófagos se cubrieron directamente con medio, a diferencia de las células no diana, que se lavaron 5 
veces con RPMI antes de la incubación en medio. La disolución de lavado final se recogió y se tituló para determinar 
la cantidad de virus de fondo que todavía estaba presente tras eliminar el inóculo. En diferentes puntos de tiempo 
tras la inoculación, las células se fijaron con metanol enfriado con hielo o con paraformaldehído, y el virus intra- y 20
extracelular se recogió como se describe en la titulación del virus.

Experimentos de infección en células CHOSSn-CD163

Para diferentes experimentos de infección, se usó un protocolo similar como se describirá aquí. Tres clones de 
células CHOSSn-CD163 diferentes (IC5, ID9 y IF3) sembrados a diferentes densidades (100000, 200000 o 300000 
células/ml) se infectaron en diferentes días tras la siembra (1, 2 o 3 días después de la siembra) con LV que se hizo 25
crecer en marc (moi 1) o con LV que se hizo crecer en macrófagos (moi 10). Después de 48 horas tras la 
inoculación, las células se fijaron con metanol y se tiñeron con anticuerpo primario P3/27 y con anticuerpo 
secundario anti-ratón de cabra HRP. Después, se añadió sustrato AEC. Las células infectadas de 3 campos con una 
lente 40x (500 células por campo) se contaron con un microscopio. Para potenciar la interacción del virus con el 
receptor de sialoadhesina, que depende de la interacción de ácidos siálicos ligados al virus con el dominio de unión 30
a ácido siálico N-terminal de Sn, y potenciar la infección subsiguiente, las células se trataron con neuraminidasa (50 
mU/ml de neuraminidasa de Vibrio cholerae) para eliminar ácidos siálicos celulares que actúan en cis antes de la 
infección con los virus VSRRP que se hicieron crecer en macrófagos.

RESULTADOS

1. Expresión de los receptores de VSRRP sialoadhesina y CD163 en macrófagos, las células diana in vivo de 35
VSRRP

Se ha descrito que ambos receptores de VSRRP, sialoadhesina y CD163, están restringidos a monocitos-
macrófagos (Duan et al., 1998b; Sanchez et al., 1999). Para investigar adicionalmente su papel en la infección por 
VSRRP, en primer lugar quisimos confirmar su presencia y analizar su patrón de expresión en una población de 
macrófagos. Por lo tanto, se cultivaron macrófagos durante 24 horas, se recogieron de la placa de cultivo celular, se 40
inmunotiñeron y se analizaron vía citometría de flujo, o se cultivaron durante 24 horas, se fijaron, se inmunotiñeron y 
se analizaron vía microscopía confocal. Similarmente a informes previos, los datos de citometría de flujo (Fig. 1A) 
muestran que casi 100% de los macrófagos son positivos para ambos receptores de VSRRP. De este modo, los 
macrófagos representan una población homogénea con respecto a la expresión de sialoadhesina y CD163. La 
tinción de inmunofluorescencia seguido de análisis confocal (Fig. 1B) revela una expresión casi exclusiva de 45
sialoadhesina en la membrana celular. Esto contrasta con CD163, que está claramente presente en la membrana 
celular y también intracelularmente.

2. Efecto de anticuerpos específicos de sialoadhesina y de CD163 sobre la infección por VSRRP de macrófagos

Para examinar el papel de CD163 en la infección por VSRRP de macrófagos primarios, se evaluó el efecto de un 
mAb específico de CD163 y de un pAb sobre la infección por VSRRP de macrófagos. Por lo tanto, los macrófagos 50
se preincubaron con diferentes concentraciones de anticuerpos, seguido de la inoculación de los macrófagos con 
VSRRP en presencia de los anticuerpos durante 1 h, lavado, incubación posterior durante 9 h a 37ºC, fijación con 
metanol, y finalmente tinción con anticuerpos específicos de VSRRP. Los porcentajes relativos de macrófagos 
infectados se representan en la figura 2A, que muestra que mAb 41D3, dirigido contra sialoadhesina porcina, reduce 
fuertemente la infección por VSRRP de una manera dependiente de la dosis, como ya se ha descrito anteriormente 55
(Duan et al., 1998a). De forma interesante, también el anticuerpo policlonal específico de CD163 reduce claramente 
la infección por VSRRP hasta 75% de una manera dependiente de la dosis, sugiriendo un papel para CD163 en la 
infección por VSRRP de macrófagos. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal específico de CD163 no tuvo ningún 

E08827698
11-04-2016ES 2 567 561 T3

 



15

efecto sobre la infección por VSRRP (datos no mostrados). También, el ligando mejor caracterizado de CD163, el 
complejo de hemoglobina-haptoglobina, no influyó sobre la infección por VSRRP (datos no mostrados). Finalmente, 
cuando se combinaron 41D3 y el anticuerpo policlonal específico de CD163, se bloqueó completamente la infección 
por VSRRP. Ninguno de los controles negativos, que son anticuerpos de control irrelevantes de isótopos 
comparables, tuvo un efecto sobre la infección por VSRRP. Estos resultados demuestran claramente que CD163 y 5
sialoadhesina están implicados en la infección por VSRRP de macrófagos.

VSRRP presenta una variabilidad genética, antigénica y clínica notable, dando como resultado grupos distintos de 
aislados dentro de la misma familia vírica (Goldberg et al., 2003), urgiendo la necesidad de investigar si 
sialoadhesina y CD163 están implicados en la infección de diferentes cepas de VSRRP (Fig. 2B-C). Por lo tanto, se 
ensayaron diferentes aislados en busca de su infecciosidad en macrófagos en presencia de anticuerpos que 10
reconocen a los receptores de VSRRP como se describe anteriormente. La cepa de VSRRP de prototipo europeo 
virus Lelystad (LV), la cepa de prototipo americano VR-2332 y el aislado belga 94v360 muestran todos ellos una 
clara reducción en presencia de 41D3 y del anticuerpo policlonal específico de CD163, y una reducción incluso 
mayor cuando se combinan ambos anticuerpos. Los 3 aislados usados se adaptaron para crecer en células Marc-
145. De forma interesante, la cepa LV que se hizo crecer en macrófagos sin ninguna adaptación a una línea celular 15
muestra la misma tendencia, sugiriendo que la diversidad genética o las células productoras de VSRRP no influyen 
en la necesidad de las diferentes cepas de VSRRP por sialoadhesina y CD163 para infectar a macrófagos.

3. Células no diana de VSRRP que expresan tanto sialoadhesina como CD163 apoyan la infección productiva por 
VSRRP y son más eficientes en comparación con CD163 solo

Puesto que el experimento con anticuerpos mostró que tanto sialoadhesina como CD163 están implicados en la 20
infección por VSRRP de macrófagos, se investigó su papel potencial en la infección productiva de VSRRP en 
diferentes líneas celulares no susceptibles, ya sea que se expresen separadamente o en combinación. Células PK-
15, CHO-K1 y BHK-21 se transfectaron con sialoadhesina, CD163, o con una combinación de ambos, y, 24 h tras la 
infección, las células se inocularon con el virus Lelystad del prototipo europeo o con el virus VR-2332 del prototipo 
americano. A las 24 horas tras la inoculación, se recogió sobrenadante y las células se fijaron. El sobrenadante se 25
tituló en células Marc-145 para determinar la cantidad de virus infeccioso producido en las células transfectadas 
transitoriamente (Fig. 3). Las células fijadas se analizaron vía microscopía de inmunofluorescencia en busca de la 
presencia de VSRRP.

Además de las células PK-15, CHO-K1 y BHK-21, se ensayaron células HEK293t en busca de su susceptibilidad a 
la infección por VSRRP. De forma similar a las otras 3 líneas celulares, las células HEK293t que expresan 30
sialoadhesina no apoyaron la infección productiva por VSRRP. Las células HEK293t que expresan CD163 solo 
apoyaron la infección productiva por VSRRP, y se observaron células 10-100 veces más infectadas en células que 
expresan tanto sialoadhesina como CD163 (datos no mostrados).

La línea inferior, las células que expresan solamente sialoadhesina nunca mostraron infección, como ya se señaló 
por Vanderhijden et al. (2003). Solamente se observaron células infectadas cuando estaba presente CD163, solo o 35
en combinación con sialoadhesina (dato no mostrado), pero cuando CD163 solo es capaz de mantener la infección 
por VSRRP, se observaron células 10-100 veces más infectadas en células que expresan tanto sialoadhesina como 
CD163.

De acuerdo con los resultados obtenidos vía microscopía de inmunofluorescencia, no se detectó virus extracelular 
para células que expresan solamente sialoadhesina. Excepto para células PK-15, había algo de virus extracelular, 40
sin embargo, células infectadas. Cuando solamente se expresa CD163, las tres líneas celulares producen nuevo 
virus infeccioso, pero los títulos de virus son más bien bajos, probablemente debido a la baja eficiencia de la 
infección. Cuando están presentes tanto sialoadhesina como CD163, las tres líneas celulares producen nuevo virus 
infeccioso, con títulos de virus notablemente mayores en comparación con células con solamente CD163, 
especialmente para células PK-15 y CHO-K1. La comparación entre la cepa del VSRRP del prototipo europeo y del 45
prototipo americano muestra mayores títulos de virus para la cepa VR-2332 en células PK-15 y CHO-K1, pero no en 
células BHK-21. Además, para una repetición del experimento, la titulación se llevó a cabo no solamente en células 
Marc-145 sino también en macrófagos, revelando los mismos títulos de virus. De este modo, las células no diana de 
VSRRP que expresan CD163 o CD163 combinado con sialoadhesina producen nuevo virus que es infeccioso tanto 
en células Marc-145 como en macrófagos. Se dio un apoyo adicional al hecho de que células no permisivas para 50
VSRRP se pueden hacer permisivas con títulos elevados de virus cuando se expresan tanto CD163 como 
sialoadhesina al evaluar la infecciosidad de la cepa Lelystad del VSRRP del prototipo europeo, la cepa VR-2332 del 
VSRRP del prototipo americano y el aislado del VSRRP belga 94V360 en las células PK-15, CHO-K1, BHK-21 y 
HEK293t. Para las 4 líneas celulares, se observaron resultados similares como se describen para las 2 cepas de los 
prototipos. 94V360 no fue capaz de infectar células que expresan solamente sialoadhesina. Las células que 55
expresan CD163 fueron capaces de mantener la infección por VSRRP; sin embargo, se observaron células 10-100 
veces más infectadas en células que expresan tanto sialoadhesina como CD163.

4. Cinética de la infección por VSRRP en células PK-15 que expresan tanto sialoadhesina como CD163
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Debido a que la combinación de sialoadhesina y CD163 apoya eficientemente la infección por VSRRP en células no 
permisivas, se deseó estudiar la cinética de la infección por VSRRP en aquellas células no diana. Por lo tanto, se 
transfectaron células de riñón de cerdo PK-15 con una combinación de sialoadhesina y CD163, y, 24 h tras la 
transfección, las células se inocularon con el virus Lelystad a una moi de 0,1 o 1. En diferentes puntos de tiempo tras 
la infección, se recogió virus intra- y extracelular para ser titulado en células Marc-145, como se muestra en la figura 5
4. Partiendo de 12hpi, se puede observar un incremento en el título de virus extracelular, que alcanza su máximo a 
alrededor de 48hpi. Después, el título cae, lo que se puede explicar posiblemente por el número limitado de células 
que expresan sialoadhesina y CD163, y/o por que el virus se inactiva por la temperatura. La cantidad de partículas 
víricas internalizadas es claramente dependiente del título en el inóculo. En las primeras 6 h, la cantidad de virus 
internalizado permanece la misma o muestra una pequeña caída. Después, aumenta hasta alcanzar un máximo a 10
alrededor de 24hpi. Lo que a su vez es seguido por una disminución del virus intracelular.

5. Función específica para sialoadhesina y CD163 durante la infección por VSRRP de células PK-15

Puesto que la infección por VSRRP de macrófagos y células no diana depende claramente de sialoadhesina y 
CD163, es necesario investigar sus contribuciones moleculares específicas a la infección por VSRRP. Los 
resultados obtenidos previamente en el laboratorio indican que sialoadhesina es importante para la internalización 15
del virus (Vanderheijden et al., 2003). Deseamos confirmar estos resultados y estudiar el papel de CD163 durante la 
infección por VSRRP. Por lo tanto, células PK-15 se transfectaron con sialoadhesina, CD163, o con una 
combinación de ambos, lo que fue seguido de la inoculación con el virus Lelystad. En diferentes puntos de tiempo 
tras la infección, las células se fijaron, y el VSRRP se visualizó vía tinción de inmunofluorescencia con el mAb P3/27 
que reconoce la proteína de la nucleocápside el VSRRP, representado en la figura 5. Las células que expresan 20
sialoadhesina internalizan claramente partículas víricas de VSRRP; sin embargo, el desensamblaje vírico no se 
produce en cualquier punto de tiempo, y las células no se infectan de forma productiva. Solamente a 24hpi hay una 
pequeña disminución en el número de células con partículas víricas internalizadas. En células que expresan CD163, 
no se pudieron observar partículas víricas internalizadas. Sorprendentemente, esas células se infectaron y 
produjeron nuevas partículas víricas infecciosas. Las células PK-15 que expresan tanto sialoadhesina como CD163 25
internalizan partículas víricas de forma similar a células PK-15 que expresan sialoadhesina. Sin embargo, debido a 
la presencia de CD163, se observa una clara reducción en el número de células que muestran partículas víricas 
inernalizadas a 6hpi, dando como resultado infección a 12hpi, e incluso más a 24hpi. De este modo, la infección de 
células que expresan tanto sialoadhesina como CD163 es mucho más eficiente que las células que expresan 
solamente CD163, como ya se mostró anteriormente (Fig. 3). Esos resultados confirman el papel de sialoadhesina 30
como receptor de internalización, y muestran inesperadamente un papel para CD163 en la fusión.

6. Tratamiento de macrófagos con anticuerpos específicos de sialoadhesina y de CD163 a 4ºC

Además de sialoadhesina, se muestra que CD163 está implicado durante la entrada de VSRRP en macrófagos. La 
sialoadhesina es conocida como receptor de fijación e internalización del VSRRP. Nuestros datos sugieren un papel 
para CD163 durante la pérdida de cubierta del VSRRP; sin embargo, es necesaria una investigación posterior para 35
descifrar su funcionamiento exacto. Por lo tanto, se deseó investigar si CD163 está implicado durante la fijación del 
VSRRP.

Se sembraron macrófagos en 96 pocillos, 24 h antes de que se llevase a cabo el experimento. Se preparó una serie 
de diluciones de tres veces para diferentes anticuerpos (pAb CD163, 41D3, 13D12, anticuerpos de cabra de control 
purificados). Para el tratamiento a 4ºC, los macrófagos se preincubaron durante 30 min. a 4ºC antes de la incubación 40
durante 1 h a 4ºC con los ligandos, seguido de la inoculación con VSRRP en presencia de una nueva serie de 
diluciones de ligandos durante 1 h a 4ºC. Tras la inoculación, las células se lavaron, se incubaron durante 10 h a 
37ºC, y se fijaron con metanol. Las células infectadas se visualizaron vía una tinción de inmunoperoxidasa con mAb 
P3/27 o el suero policlonal de cerdo como anticuerpos primarios, y respectivamente anti-ratón de cabra o anti-cerdo 
de conejo marcados con HRP (Dako) como anticuerpos secundarios. No se observó diferencia en el porcentaje de 45
células infectadas para los 2 anticuerpos diferentes que reconocen a VSRRP. Las células sin el tratamiento con 
ligandos se representan como control. Para estas células no tratadas, el porcentaje medio de células infectadas se 
calculó a partir de 6 réplicas. Este porcentaje medio se usó como valor de referencia en el cálculo de los porcentajes 
relativos de infección.

El anticuerpo monoclonal 41D3 redujo la infección por VSRRP, en contraste con el pAb dirigido contra CD163, que 50
no reduce la infección por VSRRP cuando se administra a 4ºC (Fig. 6). Estos datos confirman el papel de 
sialoadhesina como receptor de fijación del VSRRP, y sugieren que CD163 no está implicado en la fijación de 
VSRRP a macrófagos.

7. Entrada de VSRRP en macrófagos: colocalización entre CD163 y VSRRP

Se muestra que CD163 está implicado en la entrada de VSRRP en macrófagos; sin embargo no durante la fijación. 55
Además, CD163 permite al VSRRP desensamblarse e infectar de forma productiva células no diana, sugiriendo que 
CD163 actúa durante la entrada del VSRRP. Para ensayar esta hipótesis, investigamos la entrada de VSRRP en 
macrófagos vía análisis confocal de experimentos de inmunofluorescencia que muestran VSRRP y CD163 en 
diferentes puntos de tiempo tras la inoculación.
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Veinticuatro horas después de la siembra, los macrófagos se lavaron y se incubaron con VSRRP durante 5, 10 o un 
máximo de 15 min. a 37ºC. 15 min. después de la inoculación, el virus se sustituyó por medio, y las células se 
incubaron adicionalmente a 37ºC. En diferentes puntos de tiempo tras la inoculación, las células se lavaron, se 
fijaron con paraformaldehído, se permeabilizaron con TX-100 y se tiñeron. Las células se incubaron en primer lugar 
con un mAb dirigido contra GP5 (isotipo IgG2a), seguido de la incubación con el anticuerpo secundario anti-ratón de 5
cabra Rojo Tejas. Las células se incubaron entonces nuevamente con el anticuerpo que reconoce GP5. Finalmente, 
CD163 se visualizó vía mAb 2A10, que estaba marcado directamente con Alexa 488 vía el kit marcador de zenon 
específico de IgG1 de ratón (Invitrogen). Las tinciones se analizaron vía microscopía confocal.

VSRRP se fija a los macrófagos a partir de 5 min. después de la inoculación, y los primeros viriones internalizados 
se observaron a partir de 10 min. después de la inoculación (datos no mostrados). VSRRP unido a la superficie de 10
los macrófagos no se colocalizó con CD163. Sin embargo, las partículas víricas internalizadas terminaron en 
endosomas positivos a CD163. A partir de 45 min. tras la inoculación, los endosomas desaparecieron, y VSRRP y 
CD163 comenzaron a separarse.

La observación sorprendente de que VSRRP y CD163 se colocalizan en endosomas, contrastando esto con Sn que 
se colocaliza con VSRRP en la superficie celular, muestra además que CD163 no está implicado en la fijación de 15
VSRRP a los macrófagos, sino que más bien tiene un papel en la fusión y pérdida de la cubierta del virus en el 
interior de las células en endosomas.

8. Unión, internalización, fusión e infección de VSRRP en células CHO que expresan de forma estable Sn y CD163.

Desde el Día 2 en adelante hay poca diferencia en el grado de infecciosidad de las células CHOSn-CD163 estables, 
independientemente del hecho de si el VSRRP se hizo crecer en células Marc-145 (Fig. 7A) o en macrófagos (Fig. 20
7B). El pretratamiento de las células con neuraminidasa potenció la infección de las células con virus SRRP que se 
hizo crecer en macrófagos. La permisividad real de las células CHO

Sn-CD163
estables se confirmó mediante 

inmunotinción en dichas células.

Se sembraron tres clones diferentes de células CHOSn-CD163 (IC5, ID9 e IF3) a 200000 células/ml en una placa de 24 
pocillos con inserto. Después de 2 días, las células se inocularon con LV que se hizo crecer en células marc o con 25
LV inactivado que se hizo crecer en células marc. Las células se fijaron con metanol después de 1 hora a 4ºC 
(unión; a 4ºC el virus no es capaz de internalizarse), 1 hora a 37ºC (internalización), 5 horas a 37ºC (fusión; esto 
significa que las partículas víricas se desmantelan; como consecuencia, desaparece la tinción del virus), 12 horas a 
37ºC (infección) y 24 horas a 37ºC (infección). El virus se tiñó con un anticuerpo primario P3/27 y un anticuerpo 
secundario anti-ratón de cabra FITC. Las partículas víricas se contaron con un microscopio confocal.30

Tabla 1. Unión, internalización, fusión e infección de LV (control) y LV inactivado en tres líneas celulares CHOSn-
CD163 diferentes (IC5, ID9 e IF3)

control BEI UV

IC5 ID9 IF3 IC5 ID9 IF3 IC5 ID9 IF3

Unión (partículas) 14 12 7 18 9 10 5 6 5

Internalización (partículas) 41 31 31 38 34 25 35 23 24

Fusión (partículas) 3 2 2 1 1 2 0 0 0

Infección 12hpi (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Infección 24hpi (%) 5 2 2 0 0 0 0 0 0

Como se muestra en la tabla mencionada anteriormente, el virus LV que se hizo crecer en marc puede llevar a cabo 
un ciclo vírico completo en las tres líneas celulares CHOSn-CD163. En primer lugar, las partículas víricas se unen a las 35
células, después las partículas víricas se internalizan en las células, después de lo cual las partículas se 
desmantelan para liberar el genoma. Finalmente, se produce la infección. Claramente, esto muestra que la ruta de 
infección del VSRRP en estas células imita la infección observada en las células diana in vivo, Los macrófagos. LV 
inactivado con BEI y con UV muestra unión, internalización y fusión idénticas al LV no inactivado, pero no hay 
infección, de manera que estos métodos son buenos candidatos para el desarrollo de vacunas. Estos resultados 40
demuestran claramente el uso de las líneas celulares CHO

Sn-CD163
estables en el estudio y optimización de procesos 

de inactivación vírica como parte de la producción de vacunas, y en consecuencia proporcionan una alternativa 
interesante para las células hospedantes naturales menos accesibles.

9. Producción de virus intracelular y extracelular en células infectadas 2 días después de la siembra
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Se mostró una prueba adicional de la permisividad de las células CHOSn-CD163 estables cuando se analiza la 
producción de virus intracelular y extracelular en dichas células al titular el virus producido no solamente en las 
células CHOSn-CD163 sino también en las células hospedantes naturales (macrófagos alveolares) y en las células 
Marc-145, que se sabe que sostienen la infección por VSRRP. El clon de CHOSn-CD163 IC5 se infectó 2 días después 
de la siembra con LV que se hizo crecer en células marc, con VR que se hizo crecer en células marc, con 94V360 5
que se hizo crecer en macrófagos, de forma similar a los procedimientos de infección descritos aquí anteriormente. 
También se incluyó el pretratamiento de las células con neuraminidasa para la infección con VSRRP 94V360 que se 
hizo crecer en macrófagos. La titulación de virus extracelular (extra) e intracelular (intra) se realizó a 3 días (Tabla 2) 
y 5 días (Tabla 3) después de la inoculación respectivamente, y se expresó como unidades log10 de la TCID50/ml.

Tabla 2. Titulación en diferentes tipos celulares (Marc-145, macrófagos y clon IC5 de CHOSn-CD163) de la producción 10
de virus intra- y extra-celular 3 días después de la inoculación.

LV
marc

VR
marc

94V360 macrófagos 94V360 macrófagos + neuraminidasa

Extra en células marc 4,3 4,8 / 3,8

Extra en macrófagos 4,3 5,3 4,8 5,3

Extra en CHOSn-CD163 3,3 4,8 2,8 4,3

Intra en células marc 4,8 5,8 2,1 3,3

Intra en macrófagos 4,3 5,3 3,8 4,8

Intra en CHO
Sn-CD163

3,8 5,3 / 3,8

Tabla 3. Titulación en diferentes tipos celulares (Marc-145, macrófagos y clon IC5 de CHOSn-CD163) de la producción 
de virus intra- y extra-celular 5 días después de la inoculación.

LV
marc

VR
marc

94V360 macrófagos 94V360 macrófagos + neuraminidasa

Extra en células marc 4,3 5,3 / 3,8

Extra en macrófagos 5,55 5,3 4,8 5,3

Extra en CHOSn-CD163 2,1 4,8 3,3 4,8

Intra en células marc 3,1 4,0 2,1 2,8

Intra en macrófagos 3,8 4,3 4,3 3,6

Intra en CHOSn-CD163 2,8 4,3 3,3 3,3

15

Juntos, estos resultados muestran claramente que el virus se produce en células CHOSn-CD163 y que este virus puede 
infectar no solamente a células CHOSn-CD163, sino también células Marc-145 y macrófagos primarios, mostrando que 
no se ha producido adaptación vírica durante la infección de células CHOSn-CD163. En particular es interesante que, 
para todos los virus producidos en células CHOSn-CD163, siempre se detectaron mediante titulación los niveles más 
elevados en macrófagos, mostrando nuevamente que no se produjo adaptación durante el cultivo in vitro que 20
modificase los epítopos víricos implicados en la infección de macrófagos e inducción de anticuerpos neutralizantes.

En conclusión, estos resultados muestran que las células CHOSn-CD163 se pueden usar para la producción de virus 
para uso en vacunas o en diagnóstico.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar la permisividad de una célula o células para el virus del síndrome respiratorio y 
reproductivo porcino (VSRRP), comprendiendo dicho método determinar la expresión de CD163 y de sialoadhesina 
en dichas células, en el que las células que tienen expresión tanto de CD163 como de sialoadhesina se identifican 
como células permisivas para VSRRP.5

2. Un método según la reivindicación 1, en el que la expresión de CD163 y de sialoadhesina se determina a nivel del 
ácido nucleico o de proteína.

3. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la proteína CD163 es cualquier proteína 
homóloga de mamífero o artificial que es al menos 70% idéntica a CD163 porcino con SEC ID NO:2, incluyendo 
fragmentos biológicamente activos de la misma que contienen al menos un dominio rico en cisteína del receptor 10
depurador (SRCR) y que retienen la actividad de la proteína de longitud completa.

4. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la proteína sialoadhesina es cualquier 
proteína homóloga de mamífero o artificial que es al menos 70% idéntica a sialoadhesina porcina con SEC ID 
NO:10, incluyendo fragmentos biológicamente activos de la misma que retienen la actividad de la proteína de 
longitud completa al ser capaces de unirse a VSRRP.15

5. Un método para generar una célula o células permisivas para VSRRP, comprendiendo dicho método tratar dichas 
células para producir una expresión tanto de CD163 como de sialoadhesina.

6. Un método según la reivindicación 5, en el que la proteína CD163 es cualquier proteína homóloga de mamífero o 
artificial que es al menos 70% idéntica a CD163 porcino con SEC ID NO:2, incluyendo fragmentos biológicamente 
activos de la misma que contienen al menos un dominio rico en cisteína del receptor depurador (SRCR) y que 20
retienen la actividad de la proteína de longitud completa, y/o en el que la proteína sialoadhesina es cualquier 
proteína homóloga de mamífero o artificial que es al menos 70% idéntica a sialoadhesina porcina con SEC ID 
NO:10, incluyendo fragmentos biológicamente activos de la misma que retienen la actividad de la proteína de 
longitud completa al ser capaz de unirse a VSRRP.

7. Un método según las reivindicaciones 5 o 6, en el que la expresión de CD163 y/o de sialoadhesina se logra 25
mediante la introducción de ácido nucleico exógeno.

8. Un método según la reivindicación 5 o 6, en el que la expresión de CD163 y/o de sialoadhesina se logra mediante 
tratamiento químico.

9. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que la célula o células se seleccionan del 
grupo que consiste en células de insecto, células de levadura, células de riñón porcino (PK), células de riñón felino 30
(FK), células testiculares de cerdo (ST), células de riñón de mono verde africano (células MA-104, MARC-145, 
VERO, y COS), células de ovario de hámster chino (CHO), células de riñón de hámster recién nacido, células 293 
humanas, fibroblastos 3T3 murinos, y plataformas de producción a base de plantas.

10. Una línea celular permisiva para VSRRP, caracterizada dicha línea celular por la expresión tanto de CD163 
como de sialoadhesina, con la condición de que dicha línea celular no sea la célula hospedante natural, es decir, las 35
subpoblaciones conocidas de macrófagos bien diferenciados, en particular los macrófagos alveolares que son las 
células diana primarias de VSRRP.

11. Una línea celular según la reivindicación 10, seleccionándose dicha línea celular del grupo de células continuas 
que consisten en células testiculares de cerdo, células de riñón de cerdo, células PK15 (CCL-33), células SK-RST 
(CRL-2842)), cultivos de células epiteliales, queratinocitos de piel, células HEK001 (CRL-2404), células CCD1102 40
(CRL-2310)), células Vero (CCL-81), fibroblastos de pulmón fetales humanos, células HFL1 (CCL-153)), células de 
pulmón embriónicas humanas, células HEL299 (CCL-137)), células de ovario de hámster chino (CHO), y células de 
riñón embriónicas humanas (HEK).

12. Una línea celular según la reivindicación 10, en la que dicha línea celular consiste en células no permisivas para 
VSRRP, tales como, por ejemplo, células PK-15, CHO, BHK-21 y Hek293t, que expresan tanto Sn como CD163; en 45
una realización particular, las células CHO que expresan de forma estable sialoadhesina y CD163 depositadas el 14 
de mayo de 2008 en la Belgian Coordinated Collections of Microorganisms como CHO-Sn/CD163 IC5, CHO-
Sn/CD163ID9 y CHO-Sn/CD163 IF3, con los números de acceso respectivos LMBP 6677CB, LMBP 6678CB y 
LMBP 66779 CB.

13. Un método para preparar un cultivo de VSRRP, comprendiendo dicho método a) proporcionar una célula o línea 50
celular identificada usando los métodos según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o generada usando los 
métodos según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9; b) infectar dicha célula o línea celular con un virus de 
SRRP; y c) cosechar dicho virus a partir del cultivo celular.
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14. Un método según la reivindicación 13, que comprende además la etapa de inactivar el virus cosechado a partir 
del cultivo celular.

15. Un método para determinar la infección con VSRRP, en un sujeto, comprendiendo dicho método: a) poner en 
contacto una célula o línea celular, identificada usando los métodos según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
4, o generada usando los métodos según cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, con una muestra tomada de dicho 5
sujeto; b) cultivar dichas células para permitir la replicación del virus; y c) identificar la presencia de VSRRP en dicho 
cultivo celular usando anticuerpos específicos del virus o determinando los títulos de virus en el medio.

16. Uso de una línea celular según la reivindicación 10, 11 o 12, en un método para identificar compuestos 
antivíricos frente a VSRRP.

10
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