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DESCRIPCIÓN 

Virus de la gripe con segmento génico PB2 mutante como vacunas vivas atenuadas 

Antecedentes 

Los virus de la gripe provocan epidemias globales anuales y pandemias esporádicas. Los virus A de la gripe causan 
anualmente epidemias caracterizadas por una enfermedad respiratoria contagiosa, fiebre de moderada a intensa y 5 
en algunos casos la muerte (Palese & Shaw, 2007). La investigación en vacunas y antiviral curativa enfocada en la 
prevención y control de este virus potencialmente fatal está justificada para evitar considerables cargas en los 
sistemas sanitarios y la economía global. La intensiva investigación ha llevado al descubrimiento de intervenciones 
terapéuticas para combatir las infecciones de gripe; no obstante, debido a la tendencia al error de la polimerasa, la 
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) del virus, las proteínas virales de la gripe están sujetas a mutaciones 10 
puntuales, conocidas como deriva antigénica o genética (Lin et al., 2004), que permiten al virus escapar a las 
respuestas inmunitarias del huésped, o producir algunos tipos de resistencia a los fármacos (Moss et al., 2010). La 
vacunación  es uno de los medios más efectivos de prevención de la morbilidad y la mortalidad asociadas a la gripe.  

En las intervenciones terapéuticas y profilácticas disponibles actualmente se incluyen dos tipos de vacunas (es decir, 
vacunas inactivadas y vivas) y dos clases de antivirales (es decir, los bloqueadores del canal del ión M2, como la 15 
amantadina y la rimantadina, y los inhibidores de la neuroaminidasa (NA), como oseltamivir y zanamivir)(Davies et 
al., 1964; Hayden, 2001). No obstante, la gripe estacional es una enfermedad contagiosa con uno de los mayores 
impactos sobre la epidemiología de la salud pública. Además, durante la temporada de gripe 2009-2010, una nueva 
cepa del virus A de la gripe, el virus pandémico 2009 H1N, emergió y se extendió por todo el mundo, causando la 
primera pandemia de gripe en 40 años con un considerable impacto en la salud y la economía mundial 20 
(http://www.cdc.gov/flu/about/disease/index.htm). En los Estados Enlazados solamente, se calcularon unos 61 
millones de casos de H1N1 registrados, incluyendo 274 000 hospitalizaciones y 12 470 muertes 
(http://www.cdc.gov/flu/about/season/index.htm). 

Debido a su sistema inmune subdesarrollado o alterado, los individuos jóvenes, mayores o inmunodeprimidos 
resultan especialmente susceptibles a enfermedades infecciosas como la gripe. Varios estudios realizados en Japón 25 
han sugerido que elevadas tasas de vacunación de la gripe entre niños en edad escolar proporcionaba protección, 
reducía efectos sobre la comunidad, y también la incidencia y la mortalidad de las personas de más edad por 
infección de gripe; el estudio de 2001 informaba sobre la prevención de aproximadamente de 37 000 a 49 000 
muertes por año, y el aumento de índices excesivos de mortalidad cuando se interrumpía la vacunación de los 
escolares (Reichert et al., 2001). 30 

Las vacunas inactivadas de la gripe actualmente disponibles van asociadas a cortos periodos de protección y una 
eficacia limitada, especialmente en niños pequeños y ancianos. Debido a su incapacidad para provocar 
efectivamente inmunidad mediada por células, las vacunas inactivadas son en general menos inmunogénicas, y por 
lo mismo menos potentes, que las vacunas vivas atenuadas, que están aprobadas para su uso en un número 
limitado de países, como los Estados Enlazados. Los virus vivos atenuados administrados intranasalmente están 35 
considerados superiores a las vacunas inactivadas para niños, porque provocan una fuerte inmunidad mucosal y 
humoral, y respuestas inmunes celulares unidas a una protección eficaz duradera (Cox et al., 2004). No obstante, 
las vacunas vivas atenuadas están autorizadas actualmente solo para individuos de 2 a 49 años, que no padezcan 
enfermedades crónicas y no mujeres embarazadas o individuos inmunodeprimidos, aunque los virus vivos 
atenuados autorizados son considerados seguros y estables respecto al riesgo subyacente de emergencia de virus 40 
revertientes. 

Las vacunas inactivadas administradas parenteralmente van asociadas también a reacciones adversas o 
anafilácticas debido a la propagación del virus en huevos embrionados, y la propensión de las proteínas del huevo 
de esas vacunas a producir alergias, provocando reacciones de hipersensibilidad en huéspedes susceptibles. Un 
requisito previo para una propagación con éxito de una vacuna basada en huevo es la selección de variantes 45 
adaptadas a huevos de gallina embrionados; un criterio que puede no coincidir ya con la antigenicidad de los virus 
circulantes. Otra complicación puede ser la posible reducción de las existencias de pollos teniendo en cuenta un 
posible brote zoonótico de gripe aviar pandémica, que podría poner en peligro la producción en masa de vacunas.  

La vacuna viva atenuada de la gripe (Live attenuated influenza vaccine, LAIV) derivó originalmente de la adaptación 
en frío de una cepa de gripe tipo A (A/Ann Arbor/6/60 H2N2) y una cepa tipo B (B/Ann Arbor/1/66) por pasos 50 
seriados a temperaturas secuencialmente más bajas en células primarias de riñón de pollo sin patógenos 
específicas (Maassab et al., 1968). Durante este proceso, los virus adquirieron múltiples mutaciones en segmentos 
génicos proteicos internos (es decir, genes codificando proteínas no glicosiladas “internas”) que producían el 
fenotipo adaptado al frío (ca), sensible a la temperatura (TS) y atenuado (att) de los virus donantes maestros (master 
donor viruses, MDVs). Los MDVs representan la espina dorsal genética de la LAIV que se actualiza anualmente con 55 
genes de hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) de virus de la gripe contemporáneos para producir la 
formulación trivalente anual. Así, cada una de las tres cepas de virus de la gripe es un virus genéticamente 
recombinante 6:2, conteniendo seis segmentos génicos internos de MDVs ca, ts, y att, y dos segmentos génicos 
(codificando las proteínas HA y NA) de un tipo salvaje de virus de la gripe que selecciona anualmente la 
Organización Mundial de la Salud y el U.S. Public Health Service. 60 
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Como múltiples loci en varios genes controlan los fenotipos ca, ts, y att de los virus de vacunas LAIV, es altamente 
improbable que la LAIV pierda esos fenotipos como resultado de una reversión (Kemble et al., 2003; Murphy et al., 
2002). Dada la tasa de error de 10

-
4 a 10

-
5 incorporaciones defectuosas por posición de nucleótido durante la 

replicación del virus de la gripe, y el hecho de que por lo menos cinco mutaciones puntuales son responsables de las 
propiedades atenuadas de cada MDV (Murphy et al., 2002; Smith et al., 1987), la probabilidad de que un virus de 5 
vacuna LAIV revierta a gripe tipo salvaje, con mutaciones en los cinco loci atenuantes, sería de una en por lo menos 
10

20
 ciclos de replicación. En un estudio de 135 cepas de vacuna recuperadas de niños pequeños vacunados, no se 

observó evidencia de reversión (Vesikari et al., 2006). 

La primera LIAV administrada nasalmente  fue autorizada para su uso en los Estados Enlazados en 2003, 
comercializada en los Estados Enlazados como FluMist® [Vacuna de Virus Vivo de la  Gripe, Intranasal]). Aunque 10 
los virus de vacunas LAIV se generaron originalmente utilizando recombinación clásica, en 2008 el proceso cambió 
a tecnología genética inversa. Los virus recombinados genéticamente son preparados utilizando tecnología genética 
inversa en cultivo celular, una técnica en la que los virus de la gripe pueden ser generados a partir de plásmidos de 
ADN conteniendo genes de gripe. Tres cepas de vacuna se formulan juntas para producir una vacuna LAIV 
trivalente en sprays de dosis única. La LAIV intranasal está actualmente autorizada en los Estados Enlazados para 15 
su uso en individuos de 2 a 49 años de edad. 

Los virus vivos atenuados son considerados superiores a las vacunas inactivadas, debido a su capacidad para 
provocar respuestas inmunes tanto humorales como celulares, y por ello proporcionar mayor protección en lactantes 
y niños pequeños. En particular, las vacunas vivas atenuadas administradas intranasalmente provocan fuertes 
respuestas de inmunidad mucosal y celular, unidas a una eficacia protectora de mayor duración (Cox et al., 2004). 20 
Los virus de las vacunas de la gripe vivas atenuadas se replican básicamente en las células epiteliales ciliadas de la 
mucosa nasofaríngea, para provocar respuestas (vía inmunoglobulina IgA de la mucosa, anticuerpos séricos IgG e  
inmunidad celular), pero los virus de LAIV no se replican bien a las temperaturas superiores que se dan en las vías 
inferiores y el pulmón (Murphy et al., 2002; Gruber et al., 2002). Además, la alternativa basada en células ofrece 
varias ventajas (ej., células empleadas para amplificar el virus tras su generación utilizando genética inversa) 25 
respecto al sistema convencional de propagación de vacuna basada en huevos. Los estudios con vacunas basadas 
en células han demostrado ventajas significativas sobre la vaccinología a base de huevo, en cuanto constituyen una 
alternativa más viable económicamente, rápida y con menos trabajo manual, cuya capacidad de producción puede 
ser incrementada rápidamente en respuesta a la demanda, en el contexto de una pandemia. Además, la ingeniería 
genética de los virus mediante tecnologías basadas en ADN recombinante permite la explotación de un parasitismo 30 
genético del virus, mientras desarma su potencia patógena. Se puede hacer que los virus sean incapaces de 
replicarse, y no patógenos o manipulados para introducir y expresar un gen extraño en un huésped receptivo.  

Resumen de la invención 

La invención viene expuesta en las reivindicaciones anexas a esta descripción. La divulgación proporciona un virus 
de la gripe recombinante contenido biológicamente, que resulta útil para generar una vacuna multivalente, y 35 
satisface los requisitos de seguridad respecto a patogenicidad o reversión, virus que opcionalmente puede expresar 
de forma estable un gen extraño, y así puede ser rastreado de forma efectiva y evaluar fácilmente su replicación. 
Como se divulga aquí más adelante, se generó un virus de la gripe PB2-knock-out (PB2-KO) que contiene un gen 
reporter, ej. un gen de proteína fluorescente, como un gen GFP o un gen de luciferasa, en la región codificante de su 
ARN PB2 viral (vARN), donde la replicación del virus estaba restringida a una línea celular que expresaba 40 
establemente la proteína PB2. El vARN PB2 codificante de gen reporter fue incorporado de forma estable en el virus 
de progenie durante la replicación en células con expresión PB2, y el gen reporter fue expresado en células 
infectadas por virus sin evidencia de recombinación entre el vARN PB2 recombinante y la proteína mARN PB2. Por 
otra parte, los genes HA y NA de distintas cepas de virus fueron fácilmente acomodados por el virus PB2-KO. Se 
utilizó el virus PB2-KO para establecer un ensayo mejorado de cribado de anticuerpos neutralizantes contra los virus 45 
de la gripe, utilizando la expresión de gen reporter como indicador de infección vírica, en lugar de observar el efecto 
citopático. Estos resultados indican que el virus PB2-KO tiene potencial para ser una valiosa herramienta en la 
investigación virológica básica y aplicada, y que puede ser aplicable a otros virus knock-out del gen polimerasa, ej., 
virus PA-KO o virus PB1-KO. 

En una realización, la divulgación proporciona un virus de la gripe aislado infeccioso, biológicamente contenido, que 50 
tiene un segmento génico viral que no comprende secuencias de ácido nucleico contiguas correspondientes a las 
que codifican PB2 (un segmento génico viral PB2 mutante), una proteína que es una de las subunidades de 
polimerasa ARN viral, y es esencial para la replicación del virus. Para preparar tal virus en cultivo celular, se emplea 
una línea celular que expresa PB2 en trans en combinación con vectores para la producción de vARN de virus de la 
gripe, pero no una para un segmento génico viral PB1 tipo salvaje, y en una realización vectores para la producción 55 
de proteína de mARN de virus de la gripe. El virus resultante no es competente para expresar PB2 tras la infección 
de células que no expresan PB2 en trans, o no están infectadas con virus helper, lo que proporciona un virus 
“contenido biológicamente”. No obstante, los viriones producidos a partir de células que expresan PB2 en trans 
contienen PB2. Dicho virus de la gripe infeccioso, biológicamente contenido, con un segmento génico viral PB2 
mutante, fue generado en múltiples líneas celulares que expresan PB2 en trans, tales como células embrionarias de 60 
riñón humanas 293 con expresión PB2 (293), células epiteliales de adenocarcinoma de pulmón humano (A549), o 
células de riñón caninas Madin-Darby (MDCK) con sobreexpresión de 2,6-sialiltransferasa (células AX4), con el 
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resultado de elevados títulos virales de cómo mínimo 10
4
, 10

5
, 10

6
, 10

7
 o 10

8
 PFU/ml (PFU, Plaque Forming Units) o 

más. 

La vacunación es el medio primario de profilaxis contra la infección por gripe. Como se expone aquí, el virus PB2-KO 
se replicó hasta títulos elevados (>10

8
 PFU/ml) en células con expresión PB2, pero no en células normales no 

infectadas (células que no expresan PB2 en trans), acomodó genes de HA y NA de un virus de la gripe heterólogo, 5 
incorporó de forma estable un gen reporter en viriones PB2-KO de progenie que fue retenido mediante pasos 
secuenciales, y fue atenuado en ratones, sugiriendo su potencial como vacuna. Su capacidad de expresar antígenos 
y su candidatura como vacuna fueron comprobadas en un modelo murino. Niveles significativamente más altos de 
anticuerpos IgG e IgA fueron inducidos en suero, lavados nasales y muestras de lavados broncoalveolares de 
ratones inmunizados con solamente una dosis de virus PB2-KO (GFP), en comparación con vacunas de la gripe 10 
inactivadas. Todos los ratones tratados con virus PB2-KO sobrevivieron a la exposición a varias dosis letales de 
PR8. La replicación limitada de ese virus ocurre in vivo, ya que el virus producido en células que expresan PB2 en 
trans lleva consigo una pequeña cantidad de proteína PB2 a la célula huésped que es posteriormente infectada 
(como una célula huésped que no expresa o comprende PB2, o comprende PB2 vARN tipo salvaje), permitiendo así 
que se produzca una cantidad limitada (ej. una ronda o así) de replicación, pero sin un proceso infeccioso (por 15 
ejemplo, ampliación de los títulos virales de alrededor de 1000). La replicación limitada de los virus KO in vivo 
permite una respuesta inmune que proporciona una respuesta inmune más fuerte de la inducida por las vacunas de 
la gripe inactivadas convencionales. Es de destacar que los ratones inmunizados producen anticuerpos contra el 
reporter, como determina un ensayo de inmunofluorescencia, sugiriendo que el virus PB2-KO tiene la potencia de 
una vacuna multivalente. El PB2-KO mostró unos perfiles de seguridad y eficacia similares o mejores al ser 20 
comparado con controles,  lo que resulta prometedor para combatir la infección por el virus de la gripe.  

En una realización, la divulgación proporciona un virus de la gripe aislado infeccioso, recombinante y biológicamente 
contenido, comprendiendo 8 segmentos génicos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral 
PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA, un 
segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y M2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2). En 25 
otra realización, la invención proporciona un virus de la gripe aislado infeccioso, biológicamente contenido, 
recombinante, comprendiendo 8 segmentos génicos incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico 
viral PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA (NA y 
NB), un segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y BM2), y un segmento génico viral NS (NS1 y 
NS2). En una realización, el virus de la gripe infeccioso, biológicamente contenido y recombinante, tiene un 30 
segmento génico viral M para M1 y M2. En una realización, el virus de la gripe infeccioso, biológicamente contenido 
recombinante tiene un segmento génico viral NA para NB y NA. En una realización, el virus de la gripe infeccioso, 
biológicamente contenido y recombinante tiene un segmento génico HEF.  

En aún otra realización, la divulgación proporciona un virus de la gripe aislado infeccioso, biológicamente contenido 
y recombinante, comprendiendo segmentos génicos que incluyen un segmento génico viral PA, un segmento génico 35 
viral PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral NP, un segmento génico viral M, un 
segmento génico viral NS (para NS1 y NS2), y un segmento génico viral HEF. En una realización, el segmento 
génico viral PB2 mutante incluye secuencias de incorporación codificantes y no codificantes virales PB2 5' y/o 3', 
opcionalmente flanqueando una secuencia de nucleótidos heteróloga, y no incluye secuencias contiguas 
correspondientes a secuencias codificando un PB2 funcional. El marco de lectura abierto PB2 en el segmento 40 
génico viral PB2 mutante puede ser sustituido o interrumpido por una secuencia de nucleótidos heteróloga, como 
una que sea fácilmente detectable tras transfección o infección, ej., un gen reporter como un gen GFP o un gen 
luciferasa, ej., un gen luciferasa Renilla, o un gen codificante de un antígeno procedente de un patógeno. En una 
realización,  la región codificante PB2 del segmento génico viral PB2 mutante puede incluir mutaciones tales como 
inserciones o supresiones de uno o más nucleótidos, o los que resultan en una o más sustituciones de aminoácidos, 45 
o un codón de parada, o cualquier combinación de lo anterior, que produce una secuencia codificante PB2 no 
funcional. En una realización, la secuencia de nucleótidos heteróloga es de aproximadamente 30 a 
aproximadamente 5000, ej., aproximadamente de 100 a aproximadamente 4500, o aproximadamente de 500 a 
aproximadamente 4000 nucleótidos de longitud. 

Los virus infecciosos, biológicamente contenidos de la invención pueden así ser utilizados como vacunas de la gripe, 50 
para inducir una respuesta inmunogénica en un huésped, sin el riesgo de síntomas asociados a una infección, o 
reversión genética de una forma atenuada a otra plenamente infecciosa. Los virus infecciosos biológicamente 
contenidos de la invención pueden provocar una mejor respuesta inmune que los virus inactivados químicamente, 
porque son virus vivos, pero como son biológicamente contenidos, los virus de la invención es probable que no 
causen síntomas de la enfermedad, lo que constituye con frecuencia un problema con las vacunas vivas atenuadas. 55 
Y en contraste con el uso de partículas similares a virus (virus-like particles, VLPs), que no son replicativas, los virus 
KO de la invención contienen ARN, que es un adyuvante que potencia la respuesta inmune del huésped contra el 
virus. Las propiedades de un virus de la gripe PB2-KO de la invención fueron sorprendentes, teniendo en cuenta que 
un virus similar, un virus M2 deficiente que carece de la transmembrana y los dominios citoplasmáticos de M2 (ver, 
Watanabe et al., J.Virol., 83:5944 (2009)) produjo títulos bajos, ej. 10

2
-10

3
 PFU/ml, en ausencia de M2 suministrado 60 

en trans, y fue así de replicación defectuosa pero no biológicamente contenido. 
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En una realización, la divulgación proporciona un virus de la gripe aislado, recombinante infeccioso, biológicamente 
contenido, que comprende 7 segmentos génicos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral 
PB1, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA, un segmento génico viral NP, un segmento génico 
viral M, y un segmento génico viral NS1 y NS2, es decir, el virus carece de segmento génico viral PB2.  

En una realización, en el virus de la gripe PB2-KO de 8 segmentos con un segmento génico viral PB2 mutante, el 5 
segmento génico viral PB2 mutante tiene una supresión de secuencias codificantes PB2, una supresión de 
secuencias codificantes PB2, y una inserción de secuencias de nucleótidos heteróloga, o una inserción de 
secuencias de nucleótidos heteróloga que interrumpe las secuencias de codificación PB2. Ese virus replica in vitro 
cuando se suministra PB2 en trans a títulos que son sustancialmente los mismos o como máximo 10, 100 o 1000 
veces menores que un virus de la gripe tipo salvaje correspondiente, pero es atenuado in vivo o in vitro en ausencia 10 
de PB2 suministrado en trans. En una realización, la supresión de la secuencias codificantes de PB2 incluye 1 o más 
nucleótidos contiguos o no contiguos de PB2, y puede incluir la supresión de toda la región codificante, ej., una 
región codificando 759 aminoácidos. En una realización, la supresión incluye por lo menos un 10%, 30%, 40%, 50%, 
70%, 80%, 85%, 90%, 93%, 95% y hasta un 99%, o un valor numérico porcentual que es cualquier entero entre 10 y 
99, pero no todos, de la región codificante PB2. En una realización, la supresión de las secuencias codificantes de 15 
PB2 no incluye la supresión de secuencias codificantes 5’ o 3’ que potencia la incorporación del gen viral resultante 
en viriones,  ej., secuencias contiguas a secuencias PB2 no codificantes 3’ o 5’, relativas a un segmento génico viral 
recombinante con solamente secuencias de incorporación PB2 no codificantes.  

En una realización, el segmento génico BP2 mutante puede comprender una inserción de uno o más nucleótidos, ej. 
los que resultan en un desplazamiento del marco, de forma que no puede expresarse PB2 funcional. En una 20 
realización, la inserción no comprende la alteración de secuencias codificantes 5’ o 3’ que aumentan la incorporación 
del segmento génico en viriones relativos a un segmento génico recombinante con solamente secuencias de 
incorporación PB2 no codificantes.  

En una realización, el segmento génico viral PB2 mutante puede comprender por lo menos una mutación lo que 
resulta en por lo menos una sustitución de aminoácido relativo a una proteína PB2 tipo salvaje correspondiente, ej., 25 
una mutación que elimina o sustituye el codón iniciador, o que introduce a uno o más codones parada en la región 
codificante, de forma que no se puede expresar PB2 funcional de ese segmento génico viral tras infección. En una 
realización, la sustitución, eliminación o reemplazo del codón iniciador, o la introducción de un más codones parada 
en el marco de lectura para PB2, no incluye la alteración de las secuencias codificantes 5' o 3' que fomenta la 
incorporación del segmento génico en viriones relativos a un segmento génico recombinante con solamente 30 
secuencias de incorporación PB2 no codificantes.  

En una realización de la divulgación la secuencia de nucleótidos heteróloga puede codificar una proteína heteróloga 
(una proteína viral de no gripe, como una glicoproteína o una proteína específica citosólica, nuclear o mitocondrial, o 
cualquier proteína antigénica, como un antígeno de un patógeno microbiano),  que puede conferir un fenotipo 
detectable. En una realización, la secuencia de nucleótidos heteróloga puede fusionarse a porciones truncadas de 35 
secuencias codificantes de PB2, ej., las correspondientes a secuencias de incorporación codificantes PB2 5' o 3', 
formando opcionalmente una proteína quimérica. En una realización, la secuencia de nucleótidos heteróloga 
sustituye o es introducida a secuencias en el segmento génico viral correspondiente a la región codificante para este 
segmento, de forma que no interrumpe las secuencias de incorporación en la región de codificación del segmento 
génico. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos heteróloga puede ir flanqueada por  aproximadamente 3 a 40 
aproximadamente 400 nucleótidos de la región de codificación PB2 5' y/o 3' adyacente a la secuencia no codificante. 
En una realización, las secuencias de incorporación PB2 3’ corresponden a nucleótidos 3 a 400, nucleótidos 3 a 300, 
nucleótidos 3 a 100, nucleótidos 3 a 50, o cualquier entero entre 3 y 400, de la región de codificación PB2 terminal N 
y/o terminal C. En una realización, tras la infección de una célula huésped con el virus PB2-KO contenido 
biológicamente, se produce una proteína heteróloga que es una fusión con el N-terminal y/o el C-terminal de los 45 
residuos restantes de la proteína PB2 suprimida.  

Se introduce un vector para la producción de vARN del segmento génico PB2 mutante en una célula junto con un 
vector o vectores para la producción de vARN para PA vARN, PB1 vARN, NP vARN, HA vARN, NA vARN, M vARN, 
y NS (NS1 y/o NS2) vARN, y vectores para la producción de mARN (proteína) para uno o más de PA, PB1, PB2, y 
NP, o vectores para la producción de mARN de hasta tres de PA, PB1, PB2, y NP, donde la célula expresa de forma 50 
estable la proteína(s) viral restante, y opcionalmente expresa HA, NA, M, ej., M1 y M2, NS1 y/o NS2. El vARN para 
el segmento génico PB2 mutante puede ser incorporado a viriones con una eficiencia que es por lo menos un 1 %, 
5%, 10%, o 30%, o por lo menos 50%, de la de un vARN PB2 tipo salvaje correspondiente. 

En una realización, el virus de la gripe de la invención produce inmunidad tanto sistémica como de la mucosa en el 
portal primario de infección. La divulgación proporciona una vacuna viva atenuada o una composición inmunogénica 55 
comprendiendo el virus contenido biológicamente recombinante de la invención, y un método de utilización de la 
vacuna o composición inmunogénica para inmunizar a un vertebrado, ej., un ave o un mamífero, como un ser 
humano, o inducir una respuesta inmune en un vertebrado, respectivamente. En una realización, la composición o 
vacuna está formulada para la administración intranasal. En una realización, el virus biológicamente contenido 
recombinante de una vacuna comprende un segmento génico HA para HA de virus A de la gripe, ej. H1, H2, H3, H5, 60 
H7, o H9 HA. En una realización, la HA en el virus biológicamente contenido recombinante de una vacuna está 
modificado en el sitio de escisión HA. En una realización, la vacuna comprende por lo menos una cepa de virus de la 
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gripe que es distinta del virus biológicamente contenido recombinante de la invención, por ejemplo, la vacuna 
comprende dos o tres virus de la gripe distintos.  

La divulgación proporciona diversos vectores para preparar un virus A de la gripe A infeccioso, biológicamente 
contenido, con uno o más vectores incluyendo cassettes de transcripción para la producción de vARN, y cassettes 
de transcripción para la producción de mARN. Las cassettes de transcripción para la producción de vARN son 5 
cassettes de transcripción que comprenden un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado 
operativamente a un PA ADN de virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico 
enlazado a una secuencia de terminación de transcripción que da lugar a terminales de vARN similares al virus de la 
gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo 
un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a un ADN PB1 de virus de 10 
la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico enlazado a una secuencia de terminación de 
transcripción que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de 
terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la producción de 
vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a un ADN PB2 del virus de la gripe mutante en una 
orientación para la producción de ARN viral genómico, enlazado a una secuencia de terminación de transcripción 15 
que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de 
transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un 
promotor Poll, enlazado operativamente a un ADN HA de virus de la gripe en una orientación para la producción de 
ARN viral genómico enlazado a una secuencia de terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN 
similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de 20 
transcripción comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado 
operativamente a ADN NA de un virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico 
enlazado a una secuencia de terminación de la transcripción que resulta en terminales de vARN similares al virus de 
la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, único operativamente a ADN NP de 25 
virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico, enlazado a una secuencia de 
terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una 
secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la 
producción de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN M de un virus de la gripe en una 
orientación para la producción de ARN viral genómico, enlazado a una secuencia de terminación de transcripción 30 
que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de 
transcripción Poll, y una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un 
promotor Poll, enlazado operativamente a ADN NS (NS1 y NS2)  de un virus de la gripe en una orientación para la 
producción de ARN viral genómico enlazado a una secuencia de terminación de transcripción que resulta en 
terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll. El 35 
ADN PB2 mutante incluye secuencias de incorporación 5' y 3' flanqueando una secuencia de nucleótidos heteróloga, 
y no incluye secuencias contiguas correspondientes a secuencias que codifican un PB2 funcional. Las cassettes de 
transcripción para la producción de mARN son cassettes de transcripción que comprenden un promotor Pol 11 
enlazado operativamente a una región codificante de ADN para virus de la gripe PA, enlazado a una secuencia de 
terminación de transcripción Pol 11, una cassette de transcripción que comprende un promotor Pol 11 enlazado 40 
operativamente a una región codificante de ADN para virus de la gripe PB1 enlazado a una secuencia de 
terminación de transcripción Pol 11, y una cassette de transcripción comprendiendo un promotor Pol 11 enlazado 
operativamente a una región de ADN codificante para virus de la gripe NP enlazado a una secuencia de terminación 
de transcripción Pol 11, y opcionalmente una cassette de transcripción comprendiendo un promotor Pol 11 enlazado 
operativamente a una región ADN codificante para virus de la gripe, uno o más de PB2, HA, NA, NS1, NS2, M1 y/o 45 
M2 enlazado a una secuencia de terminación de transcripción Poll I. Se proporciona además una composición con 
los vectores, y un método de empleo de los vectores.  

La divulgación proporciona también diversos vectores para preparar un virus de la gripe B infeccioso, biológicamente 
contenido, de 8 segmentos, con uno o más vectores que incluyen cassettes de transcripción para la producción de 
vARN, y cassettes de transcripción para la producción de mARN. Las cassettes de transcripción para la producción 50 
de vARN son cassettes de transcripción que comprenden un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor 
Poll, enlazado operativamente a ADN PA de un virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral 
genómico, enlazado a una secuencia de terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares al 
virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN 55 
PB1 de un virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico, enlazado a una secuencia 
de terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una 
secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la 
producción de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN PB2 de un virus de la gripe mutante en 
una orientación para la producción de ARN viral genómico, enlazado a una secuencia de terminación de 60 
transcripción que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de 
terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la producción de 
vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN HA de un virus de la gripe en una orientación para la 
producción de ARN viral genómico, enlazado a una secuencia de terminación de la transcripción que resulta en 
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terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, 
una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, 
enlazado operativamente a ADN NA y NB de un virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral 
genómico, enlazado a una secuencia de terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares al 
virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción 5 
comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a DNA NP 
del virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico, enlazado a una secuencia de 
terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una 
secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la 
producción de vARN, ej., un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN M de un virus de la gripe, en una 10 
orientación para la producción de ARN viral genómico, enlazado a una secuencia de terminación de transcripción 
que resulta en terminales de vARN similares al virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de 
transcripción Poll, y una cassette de transcripción comprendiendo un promotor Poll, enlazado operativamente a ADN 
NS (NS1 y NS2) de un virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico, enlazado a 
una secuencia de terminación de transcripción Poll. El ADN PB2 mutante incluye secuencias de incorporación 5' y 3', 15 
opcionalmente flanqueando una secuencia de nucleótidos heteróloga, y no incluye secuencias contiguas 
correspondiendo a secuencias que codifiquen un PB2 funcional. Las cassettes de transcripción para la producción 
de mARN son cassettes de transcripción comprendiendo un promotor Polll enlazado operativamente a una región de 
ADN codificante para virus de la gripe PA, enlazado a una secuencia de terminación de transcripción PoIII, una 
cassette comprendiendo un promotor PoIII enlazado operativamente a una región de ADN codificante para virus de 20 
la gripe PB1, enlazado a una secuencia de terminación de transcripción PoIII, y una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor PoIII, enlazado operativamente a un región de ADN codificante para virus de la gripe 
NP, enlazado a una secuencia de transcripción PoIII, y opcionalmente una cassette de transcripción comprendiendo 
un promotor PoIII enlazado operativamente a una región de ADN codificante para virus de la gripe uno o más de 
PB2, HA, NA, NS1, NS2, M1 y/o BM2, enlazado a una secuencia de terminación de transcripción PoII. Se 25 
proporciona además una composición con los vectores y un método de empleo de los mismos.  

En una realización, el promotor en un vector vARN incluye, pero sin limitación, un promotor de ARN polimerasa 
(Poll), ej., un promotor de ARN humano Poll, un promotor de ARN polimerasa II (PollI), un promotor de ARN 
polimerasa III, un promotor SP6, un promotor T7, o un promotor T3. En una realización, uno o más vectores de 
vARN incluyen un promotor Pol 11 y secuencias de ribozima 5' en secuencias de virus de la gripe, y las mismas o 30 
distintas secuencias de ribozima 3' en las secuencias del virus de la gripe. En una realización, el segmento génico 
PB2 mutante está en un vector y está unido operativamente a un promotor, incluyendo, pero sin limitación, un 
promotor de ARN Poll, ej., un promotor de ARN Poll humano, un promotor de ARN Polll, un promotor de ARN 
polimerasa III, un promotor SP6, un promotor T7, o un promotor T3. En una realización, los vectores de vARN 
incluyen una secuencia de terminación de transcripción incluyendo, pero sin limitación, una secuencia de 35 
terminación de transcripción Poll, una secuencia de terminación de transcripción Pol 11, o una secuencia de 
terminación de transcripción Pol 111, o uno o más ribozimas. 

Varios vectores de la divulgación pueden estar físicamente unidos, o cada vector puede estar presente en un 
plásmido individual u otro, ej., vehículo de suministro de ácido nucleico lineal. En una realización, cada vector de 
producción de vARN está en un plásmido distinto. En una realización, cada vector de producción de mARN está en 40 
un plásmido distinto. En una realización, uno o más vectores para la producción de vARN están en el mismo 

plásmido (ver ej. solicitud USA publicada Nº 20060166321).  

En una realización, uno o más vectores para la producción de mARN están en el mismo plásmido (ver ej. solicitud 
USA publicada Nº 2006/0166321). En una realización, los vectores de vARN empleados en el método están en un 
plásmido o en dos o tres plásmidos distintos. En una realización, los vectores de mARN para PA, PB1, y NP, y 45 
opcionalmente PB2, empleados en el método, están en un plásmido o en dos o tres plásmidos distintos.  

También se proporciona una célula huésped comprendiendo un vector con expresión PB2, ej., PB2 de PR8 u otra 
cepa maestra de vacuna. En una realización, el PB2 tiene por lo menos una identidad del 90%, 95%, 98%, 99% o 
100% con PB2 codificado por SEQ ID NO: 3. En una realización, la célula huésped es transducida con un vector 
viral, ej., un vector que es mantenido establemente en la célula como un episoma, o integrado en un cromosoma, 50 
como un vector lentiviral o retroviral. En una realización, la célula huésped incluye además uno o más vectores que 
incluyen cassettes de transcripción para la producción de vRNA transitorio, y cassettes de transcripción para la 
producción de mARN transitorio. Las cassettes de transcripción para la producción de vARN son cassettes de 
transcripción que comprenden un promotor para la producción de ARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a 
ADN PA de virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico, unido a una secuencia de 55 
terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una 
secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la 
producción de vARN, ej., un promotor Poll unido operativamente a ADN PB1 de virus de la gripe en una orientación 
para la producción de ARN viral genómico, unido a una secuencia de terminación de transcripción que resulta en 
terminales de vARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, 60 
una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, unido 
operativamente a ADN PB2 de virus de la gripe mutante, en una orientación para la producción de ARN viral 
genómico unido a una secuencia de terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares a 
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virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a ADN HA de 
un virus de la gripe en una  orientación para la producción de ARN viral genómico unido a una secuencia de 
terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una 
secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la 5 
producción de vARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a ADN NA  de un virus de la gripe en una 
orientación para la producción de ARN viral genómico unido a una secuencia de terminación de transcripción que 
resulta en terminales de vARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de 
transcripción Poll, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un 
promotor Poll, unido operativamente a ADN NP de virus de la gripe, en una orientación para la producción de ARN 10 
viral genómico unido a una secuencia de terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares a 
virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de transcripción Poll, una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor para la producción de vARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a ADN M de 
un virus de la gripe en una orientación para la producción de ARN viral genómico unido a una secuencia de 
terminación de transcripción que resulta en terminales de vARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una 15 
secuencia de terminación de transcripción Poll, y una cassette de transcripción comprendiendo un promotor para la 
producción de vARN, ej., un promotor Poll, unido operativamente a ADN NS (NS1 y NS2) de un virus de la gripe en 
una orientación para la producción de ARN viral genómico unido a una secuencia de terminación de transcripción 
que resulta en terminales de vARN similares a virus de la gripe, por ejemplo, una secuencia de terminación de 
transcripción Poll. El ADN PB2 mutante incluye secuencias de incorporación 5' y 3', opcionalmente flanqueando una 20 
secuencia de nucleótidos heteróloga, y no incluye secuencias contiguas correspondiendo a secuencias que codifican 
un PB2 funcional. Las cassettes de transcripción para la producción de mARN son cassettes de transcripción que 
comprenden un promotor PoIII, unido operativamente a una región de ADN codificante para PA de virus de la gripe, 
unido a una secuencia de terminación de transcripción PoIII, una cassette de transcripción comprendiendo un 
promotor PoIII unido operativamente a una región de ADN codificante para PB1 de virus de la gripe, unido a una 25 
secuencia de terminación de transcripción PoIII, y una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoIII 
unido operativamente a una región de ADN codificante para NP de virus de la gripe, unido a una secuencia de 
terminación de transcripción PoIII. La célula huésped no incluye secuencias que correspondan a secuencias 
codificantes PB2 para la producción de vARN de un segmento génico viral PB2 de tipo salvaje.  

La divulgación proporciona un método para preparar virus de la gripe, ej., utilizando una célula huésped de la 30 
invención. El método comprende contactar una célula con diversos vectores de la divulgación, ej., secuencial o 
simultáneamente, en una cantidad efectiva para producir virus de la gripe infecciosos. La divulgación incluye también 
aislar virus de una célula contactada con los diversos vectores. Así, la divulgación proporciona además virus 
aislados, así como una célula huésped contactada con virus de la invención. En otra realización, la divulgación 
incluye contactar la célula con uno o más vectores, vectores de producción de vARN o de proteínas, antes de otros 35 
vectores, de producción de vARN o proteínas.  

En una realización, la divulgación proporciona un método para preparar un virus de la gripe recombinante 
comprendiendo un segmento génico viral PB2 mutante. El método comprende contactar una célula huésped con 
diversos vectores de gripe, incluyendo un vector que comprende la secuencia de segmento génico PB2 mutante, 
para producir virus recombinante. Por ejemplo, la célula huésped es contactada con vectores para la producción de 40 
vARN, incluyendo un vector que comprende un promotor para la producción de vARN unido operativamente a ADN 
PA de un virus de la gripe, unido a una secuencia de terminación de transcripción, un vector comprendiendo un 
promotor para la producción de vARN unido operativamente a ADN PB1de un virus de la gripe, unido a una 
secuencia de terminación de transcripción, un vector que comprende un promotor para la producción de vARN unido 
operativamente a ADN PB2 de un virus de la gripe mutante, unido a una secuencia de terminación de transcripción, 45 
un vector comprendiendo un promotor para la producción de vARN unido operativamente a ADN HA de un virus de 
la gripe unido a una secuencia de terminación de transcripción, un vector comprendiendo un promotor para la 
producción de vARN, unido operativamente a ADN NP de un virus de la gripe unido a una secuencia de terminación 
de transcripción, un vector comprendiendo un promotor para la producción de vARN unido operativamente a ADN 
NA de un virus de la gripe unido a una secuencia de terminación de transcripción, un vector comprendiendo un 50 
promotor para la producción de vARN unido operativamente a ADN M de un virus de la gripe, unido a una secuencia 
de terminación de transcripción, y un vector comprendiendo un promotor para la producción de vARN unido 
operativamente a ADN NS (NS1 y NS2), de un virus de la gripe unido a una secuencia de terminación de 
transcripción, donde el ADN PB2 mutante está en una orientación para la producción de vARN genómico e incluye 
secuencias de incorporación 5' y 3', opcionalmente flanqueando una secuencia de nucleótidos heteróloga, y no 55 
incluye secuencias contiguas correspondientes a las de un PB2 funcional, y vectores para la producción de mARN 
incluyendo un vector que comprende un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica PA de 
virus de la gripe, un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN codificando 
PB1 de virus de la gripe, un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN 
codificando NP de virus de la gripe, donde la célula no es contactada por secuencias correspondientes a secuencias 60 
codificantes de PB2 para la producción de vARN. Opcionalmente, la célula huésped es contactada con un vector 
que comprende un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica HA de virus de la gripe, un 
vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica NA de virus de la 
gripe, un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica M1 de virus 
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de la gripe, un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un segmento de ADN que codifica una 
proteína M2, ej., una proteína M2 mutante, y un vector comprendiendo un promotor unido operativamente a un 
segmento de ADN que codifica NS1 y/o NS2. En una realización, se proporcionan y emplean vectores separados 
para mARN M1 y M2, y/o para mARN NS1 y NS2.  

En una realización de un método para preparar un virus de la gripe recombinante biológicamente contenido de la 5 
invención, cada cassette de transcripción está en un vector plasmídico. En una realización de un método de 
preparación de un virus de la gripe biológicamente contenido de la invención, una o más cassettes de transcripción 
están en uno o más vectores plasmídicos, ej., un vector plasmídico tiene cassettes de transcripción para la 
producción de vARN de PA, PB1, HA, NP, NA, M1, NS1 y/o NS2, y cADN PB2 mutante. En una realización de un 
método para preparar el virus de la gripe contenido biológicamente de la invención, un vector plasmídico tiene una 10 
de las cassettes de transcripción para la producción de mARN, y otro vector plasmídico tiene las otras cassettes de 
transcripción para la producción de mARN. En una realización de un método para preparar el virus de la gripe 
biológicamente contenido de la invención, se emplean tres vectores plasmídicos para la producción de mARN, cada 
uno con una de las cassettes de transcripción para la producción de mARN. En una realización de un método para la 
preparación del virus de la gripe biológicamente contenido de la invención, un vector plasmídico tiene seis de las 15 
cassettes de trascripción para la producción de vARN, y otro vector plasmídico tiene la otra cassette de transcripción 
para la producción de vARN, ej., un vector plasmídico tiene una de las cassettes de transcripción para la producción 
de mARN, y otro vector plasmídico tiene las otras cassettes de transcripción para la producción de mARN. En una 
realización de un método de preparación de un virus de la gripe contenido biológicamente de la invención, se 
emplean tres vectores plasmídicos para la producción de mARN. En una realización de un método para la 20 
preparación del virus de la gripe biológicamente contenido de la invención, un plásmido tiene las tres cassettes de 
transcripción para la producción de mARN. En una realización de un método de preparación de un virus de la gripe 
contenido biológicamente de la invención, el cDNA HA codifica un punto de escisión avirulento. En una realización 
de un método de preparación de un virus de la gripe biológicamente contenido de la invención, HA y NA son del 
mismo aislado de virus. En una realización de un método de preparación de un virus de la gripe biológicamente 25 
contenido de la invención, la HA es una HA tipo B. 

El promotor o la secuencia de terminación de transcripción en un vARN o vector de expresión de proteína viral 
puede ser el mismo o distinto respecto al promotor o cualquier otro vector. En una realización, el vector o plásmido 
que expresa vARN de la gripe comprende un promotor adecuado para la expresión en por lo menos una célula 
huésped particular, ej., células huésped de ave o mamífero, como células caninas, felinas, equinas, bovinas o de 30 
primate, incluyendo células humanas, o para expresión en más de un huésped. En una realización, el promotor PoII 
para cada vector conteniendo PoII es el mismo. En una realización, el promotor PoII es un promotor PoII humano. 
En una realización, el promotor PoIII para cada vector que contiene PoIII es el mismo. En una realización, el 
promotor PoII para dos o más, pero no todos los vectores que contienen PoIII, es el mismo. En una realización, el 
promotor PoIII para cada vector que contiene PoIII es diferente. 35 

En otra realización, el método incluye el contacto de una célula huésped con un vector que tiene un promotor PoIII 
unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII unido a DNA PA de un virus de la gripe unido a un 
promotor PoIII unido a una secuencia de terminación de transcripción (una cassette bidireccional) PoIII, un vector 
con un promotor PoIII unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, unido a ADN PB1 de un virus de 
la gripe unido a un promotor PoII unido a una secuencia de terminación de transcripción PoIII, un vector con un 40 
promotor PoIII unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII unido a DNA PB2 de un virus de la gripe 
mutante, unido a un promotor PoIII unido a una secuencia de terminación de transcripción PollI, un vector con un 
promotor PoIII unido a una secuencia de terminación  de transcripción PoIII, unido a ADN HA de un virus de la gripe 
unido a un promotor PoIII unido a una secuencia de transcripción PoIII, un vector con un promotor PoIII unido a una 
secuencia de terminación de transcripción PoII unido a DNA NP de un virus de la gripe unido a un promotor PoII 45 
unido a una secuencia de terminación de transcripción PoIII, un vector con un promotor PoIII unido a una secuencia 
de terminación de transcripción PoII unido ADN NA de un virus de la gripe unido a un promotor PoII unido a una 
secuencia de terminación de transcripción PoIII, un vector con un promotor PoIII unido a una secuencia de 
terminación de transcripción PoII unido a ADN M de un virus de la gripe unido a un promotor PoII unido a una 
secuencia de terminación de transcripción PoIII, y un vector con un promotor PoIII unido a una secuencia de 50 
terminación de transcripción PoII unido a ADN NS1 y/o NS2 de un virus de la gripe unido a un promotor PoII unido a 
una secuencia de terminación de transcripción PoIII. La célula huésped comprende ADN PB2 expresando una 
proteína PB2, ej., de un promotor beta actina de pollo. No está presente ninguna fuente de vARN para PB2 de tipo 
salvaje por lo que se proporciona un virus incompetente para replicación.  

En una realización, el promotor para la producción de vARN en una cassette bidireccional incluye pero no está 55 
limitado a un promotor de ARN polimerasa I (PoII), ej., un promotor de ARN PoII humano, un promotor de ARN 
polimerasa II (PollI), un promotor de ARN polimerasa III, un promotor SP6, un promotor  T7, o un promotor T3. En 
una realización, uno o más vectores de vANR incluyen un promotor PoIII y secuencias de ribozima 5' a secuencias 
de virus de la gripe y las mismas o distintas secuencias de ribozima 3' a las secuencias del virus de la gripe. En una 
realización, el segmento génico PB2 mutante está en un vector y va unido operativamente a un promotor incluyendo, 60 
pero sin limitación, un promotor de ARN PoIII, ej., un promotor de ARN PoII humano, un promotor de ARN PoIII, un 
promotor de ARN polimerasa III, un promotor SP6, un promotor T7, o un promotor T3. En una realización, los 
vectores de vARN incluyen una secuencia de terminación de transcripción incluyendo, pero sin limitación, una 
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secuencia de terminación de transcripción Poll, una secuencia de terminación de transcripción PoIII, o una 
secuencia de terminación de transcripción PoIII, o uno o más ribozimas. Dentro del marco de la invención, los 
ribozimas incluyen, pero sin limitación, ribozimas de tetrahymena, RNasa P, ribozimas de cabeza de martillo, 
ribozimas de horquilla, ribozima de hepatitis, y también ribozimas sintéticas. En una realización, por lo menos un 
vector para vARN comprende un promotor de ARN polimerasa II unido a una secuencia de ribozima unido a 5 
secuencias codificantes virales unido a otras secuencias de ribozima, opcionalmente unido a una secuencia de 
terminación de transcripción de ARN polimerasa II. En una realización, por lo menos 2, ej., 3, 4, 5, 6, 7 o 8, vectores 
para la producción de vARN comprenden un promotor de ARN polimerasa II, una primera secuencia de ribozimas, 
que es 5' en una secuencia correspondiente a secuencias virales incluyendo secuencias codificantes virales, que es 
5' en una segunda secuencia de ribozimas, que es 5' en una secuencia de terminación de transcripción. Cada 10 
promotor de ARN polimerasa II en cada vector de vARN puede ser el mismo o distinto del promotor de ARN 
polimerasa II en cualquier otro vector de vARN. De forma similar, cada secuencia de ribozimas en cada vector vARN 
puede ser la misma o distinta de las secuencias de ribozimas en cualquier otro vector de vARN. En una realización, 
las secuencias de ribozimas en un vector individual no son las mismas. 

La pluralidad de vectores, composiciones y células huésped de la divulgación puede incluir también otro vector para 15 
la producción de vARN o de proteínas que incluye secuencias heterólogas, ej., para un gen terapéutico o profiláctico 
de interés, ej., un inmunógeno para un antígeno asociado al cáncer, o para un patógeno, como una bacteria, un 
virus no de la gripe, hongo u otro patógeno. Por ejemplo, el vector o plásmido que comprende el gen o cADN de 
interés puede sustituir a un vector o plásmido para un gen viral de la gripe, o puede añadirse a vectores o plásmidos 
para todos los genes virales de la gripe. Así, otra realización de la divulgación comprende una composición o 20 
pluralidad de vectores como se describe anteriormente, en la que uno de los vectores es sustituido, o comprende 
además, secuencias de virus de la gripe 5’, incluyendo opcionalmente secuencias codificantes de virus de la gripe 5' 
o una porción de ellas, unido a una secuencia de ácido nucleico deseada, ej., un cADN deseado, unido a secuencias 
de virus de la gripe 3' incluyendo opcionalmente secuencias codificantes de virus de la gripe 3' o una porción de 
ellas. En una realización, la secuencia de ácido nucleico deseado, como un cADN está en una orientación 25 
antisentido (antigenómica). La introducción de tal vector en conjunción con los otros vectores descritos más arriba en 
una célula huésped permisiva para la replicación del virus de la gripe, da como resultado el virus recombinante 
comprendiendo vARN correspondiente a las secuencias heterólogas del vector.  

En una realización, el virus recombinante de la divulgación incluye uno o más genes de virus  de la gripe A. En otra 
realización, el virus recombinante de la divulgación puede incluir uno o más genes de virus de la gripe B, ej., un gen 30 
de HA de gripe B. Y aún en otra realización, el virus recombinante de la invención puede incluir uno o más genes de 
virus de gripe C. El ADN para la producción de vRAN de NA puede ser de cualquier NA, ej., cualquiera de N1-N9, 
una secuencia quimérica de NA o cualquier secuencia de NA no nativa, y el ADN para la producción de vARN de HA 
puede ser de cualquier HA, ej., H1-H16, una secuencia químerica de HA o cualquier secuencia de HA no nativa. En 
una realización, los ADNs para la producción de vARN pueden ser para un virus de la gripe B o C. En una 35 
realización, pueden introducirse en los vectores otras mutaciones atenuantes, ej., una mutación en un punto de 
escisión de HA que tiene como resultado un punto no escindido. Los ADNs para la producción de vARN de NA y HA 
pueden ser de distintas cepas o aislados respecto a los de (6:1:1 reordenantes) o de la misma cepa o aislado (6:2 
reordenantes), la NA puede ser de la misma cepa o aislado que para los genes internos (7:1 reordenante), o uno de 
los genes internos, NA y HA pueden ser de la misma cepa o aislados (5:3 reordenante). 40 

Los virus que pueden proporcionar los genes internos para reordenantes dentro del marco de la invención incluyen 
virus que tienen elevados títulos de células Vero, ej., títulos de cómo mínimo aproximadamente 10

5
 PFU/ml, ej., 

como mínimo 10
5
 PFU/ml, 10

7
 PFU/ml o 10

8
 PFU/ml; elevados títulos en huevos embrionados, ej., títulos de cómo 

mínimo aproximadamente 10
7
 EID50 (Egg Infective Dose)/ml, ej., como mínimo 10

8
 EID50/ml, 10

9
 EID50/ml o 

10
10

EID50/ml; elevados títulos en MDCK, de AX5, células, ej., títulos de por lo menos aproximadamente 10
7
 PFU/ml, 45 

ej., como mínimo 10
8
 PFU/ml, o elevados títulos en dos o más de esas células huésped. En una realización, los 

ADNs para la producción de vARN de vARN PB1, vARN PB2 mutante, vARN PA,vARN NP, vARN M (para M1 y/o 
M2 o M1 y/o BM2), y/o vARN NS (para NS1 y/o NS2), pueden tener secuencias de un virus de la gripe que se replica 
a títulos elevados en células de cultivo de mamífero, como células AX4, células Vero o células PER.C6®, y también 
opcionalmente huevos embrionados, y/o de un virus de vacuna, ej., uno que no cause enfermedad significativa en 50 
humanos.  

Por ejemplo, se pueden emplear reordenantes con genes internos de otros aislados PR8 o virus de vacunas en virus 
reordenantes recombinantes de la invención. En particular, se pueden emplear  reordenantes 5:1:2 con segmentos 
génicos PR8(UW) PB1, PB2, PA, NP, y M ("5") y PR8(Cam) NS ("1"); reordenantes 6:1:1 con PR8(UW) NA, PB1, 
PB2, PA, NP, y M ("6") y PR8(Cam) NS ("1"); y se pueden emplear reordenantes 7:1 con PR8(UW) PB1, PB2, PA, 55 
NP, M, NA, y NS ("7"). 

En una realización, los ADNs de los genes internos para PB1, PB2, PA, NP, M, y NS codifican proteínas con 
sustancialmente la misma actividad que un polipéptido correspondiente codificado por una de las SEC. ID Nº:1-6 o 
10-15. Como se emplea aquí, "sustancialmente la misma actividad” incluye una actividad que es aproximadamente 
el 0,1%, 1%, 10%, 30%, 50%, 90%, ej., hasta el 100% o más, o un nivel de proteína detectable de aproximadamente 60 
el 80%, 90% o más, de la actividad o nivel proteico, respectivamente, del correspondiente polipéptido de longitud 
completa. En una realización, el ácido nucleico  es una secuencia que codifica un polipéptido que es 
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sustancialmente el mismo que, ej., tiene por lo menos 80%, ej., 90%, 92%, 95%, 97% o 99%, incluyendo cualquier 
entero entre 80 y 99, de identidad de secuencia de aminoácido contigua, un polipéptido codificado por una de la 
SEC. ID Nº:1 -6 o 10-15. En una realización, la molécula de ácido nucleico aislada y/o purificada comprende una 
secuencia de nucleótido que es sustancialmente la misma que, ej., teniendo por lo menos un 50%, ej., 60%, 70%, 
80% o 90%, incluyendo cualquier entero entre 50 y 100, o más  de identidad de secuencia de ácido nucleico 5 
contigua a una de las SEC. ID Nº:1-6 o 33-38 y, en una realización, codifica también un polipéptido con por lo menos 
un 80%, ej., 90%, 92%, 95%, 97% o 99%, incluyendo cualquier entero entre 80 y 99, de identidad de secuencia de 
aminoácido contigua a un polipéptido codificado por una de las SEC. ID Nº:1-6 o 10-15. 

En una realización, el polipéptido del virus de la gripe tiene una o más, por ejemplo, 2, 5, 10, 15, 20 o más 
sustituciones de aminoácidos conservadoras, ej., sustituciones conservadoras de hasta el 10% o 20% de los 10 
residuos, respecto a un polipéptido codificado por una de las SEC. ID Nº:1-6 o 10-15. Las sustituciones 
conservadoras del aminoácido se refieren a la intercambiabilidad de los residuos con cadenas laterales similares. 
Por ejemplo, un grupo de aminoácidos con cadenas laterales alifáticas es glicina, alanina, valina, leucina e 
isoleucina; un grupo de aminoácidos con cadenas laterales hidroxil-alifáticas es serina y treonina; un grupo de 
aminoácidos con cadenas laterales conteniendo amidas es asparagina y glutamina; un grupo de aminoácidos con 15 
cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, tirosina y triptófano; un grupo de aminoácidos con cadenas laterales 
básicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoácidos con cadena lateral que contenga azufre es cisteína 
y metionina. En una realización, los grupos de sustitución conservadora de aminoácidos son: valina-leucina-
isoleucina; fenialanina-tirosina; lisina-arginina; alanina-valina; glutámico-aspártico; y asparagina-glutamina. En una 
realización, el polipéptido del virus de la gripe tiene una o más, por ejemplo, 2, 3 o 4, sustituciones de aminoácidos 20 
no conservadoras, respecto a un polipéptido codificado por una de las SEC. ID Nº:1-6 o 10-15. 

Los métodos de producción de virus descritos aquí, que no requieren infección de virus helper, resultan útiles en los 
estudios de mutagénesis viral, y en la producción de vacunas (ej., para SIDA, gripe, hepatitis B, hepatitis C, rinovirus, 
filovirus, malaria, herpes, y fiebre aftosa) y vectores de terapia génica (ej., para cáncer, SIDA, adenosina 
desaminasa, distrofia muscular, deficiencia de ornitina transcarbamilasa y tumores del sistema nervioso central). Por 25 
tanto, se proporciona un virus para su uso en terapia médica (ej., para una vacuna o terapia génica). 

Los métodos incluyen la administración a un organismo huésped, ej., un mamífero, de una cantidad efectiva del virus 
de la gripe de la invención, ej., una preparación de virus vivo o inactivado, opcionalmente en combinación con un 
adyuvante y/o un portador, ej., en una cantidad efectiva para prevenir o mejorar la infección en un animal, como 
puede ser un mamífero, por este virus o un virus estrechamente relacionado antigénicamente. En una realización, el 30 
virus es administrado intramuscularmente, mientras en otra realización, el virus es administrado intranasalmente. En 
algunos protocolos de dosificación, todas las dosis pueden ser administradas intramuscular o intranasalmente, 
mientras en otros se emplea una combinación de administración intramuscular e intranasal. En una realización, se 
administran de dos a tres dosis. La vacuna puede ser multivalente como resultado de la secuencia de nucleótidos 
heteróloga introducida en un segmento génico viral en el virus de la gripe de la invención. La vacuna puede contener 35 
además otros aislados de virus de la gripe, incluyendo virus de la gripe recombinante, otro(s) patógeno(s), agentes 
biológicos adicionales o componentes microbianos, ej., para formar una vacuna multivalente. En una realización, la 
vacunación intranasal, conteniendo, por ejemplo virus de la gripe inactivado y un adyuvante mucosal, puede inducir 
IgA específica del virus y anticuerpo neutralizante en la nasofaringe, además de IgG sérica.  

El virus de la gripe de la invención puede emplearse con otros antivirales, ej., amantadina, rimantadina y/o 40 
inhibidores de la neuraminidasa, ej., puede ser administrado separadamente en conjunción con esos antivirales, por 
ejemplo, administrado antes, durante y/o después.  

En una realización, los virus de la gripe de la invención pueden ser vectores de vacuna para el virus de la gripe y por 
lo menos otro patógeno, como un patógeno bacteriano o viral, o para un patógeno distinto al virus de la gripe, 
patógenos incluyendo pero sin limitación, lentivirus tales como VIH, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, 45 
virus herpes tales como CMV o HSV, virus de la fiebre aftosa, virus del sarampión, virus de la rubeola, virus de la 
parotiditis, rinovirus humano, virus paragripales, tales como el virus sincitial respiratorio y el virus paragripal tipo 1 
humano, coronavirus, virus nipah, hantavirus, virus de la encefalitis japonesa, rotavirus, virus del dengue, virus del 
Nilo Occidental, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis, o Haemophilus 
influenza. Por ejemplo, el virus de la gripe biológicamente contenido de la invención puede incluir secuencias para la 50 
proteína H del virus del sarampión, proteína E1 de la envoltura viral del virus de la rubeola, proteína HN del virus de 
la parotiditis, RV cápside proteínica VP1 de rinovirus humano, proteína G de virus sincitial respiratorio, proteína S de 
coronavirus, proteína G o F de virus nipah, proteína G de hantavirus, proteína E del virus de la encefalitis japonesa, 
VP6 de rotavirus, proteína E de virus del dengue, proteína E del virus del Nilo Occidental, PspA de Streptococcus 
pneumonia, HSP65 de Mycobacterium tuberculosis, IRP1-3 de Bordetellapertussis, o la proteína de utilización heme, 55 
el antígeno protector de superficie D15, proteína de unión heme A, o proteína de membrana exterior P1, P2, P5 o P6 
de Haemophilus influenza. 

Se proporciona además un método para detectar anticuerpos neutralizantes para una cepa de virus de la gripe 
seleccionada en una muestra fisiológica de un vertebrado. El método incluye contactar la muestra, un virus 
recombinante de la invención que exprese A y/o NA de la cepa seleccionada, y células susceptibles de infección por 60 
virus de la gripe. Se detecta la presencia o cantidad del reporter o el antígeno en las células, donde la ausencia del 
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reporter o antígeno o una cantidad reducida del reporter o antígeno en la muestra en relación con una muestra 
control, es indicativo de un vertebrado que ha sido infectado con la cepa de virus de la gripe. 

Breve Descripción de las Figuras 

Figura 1. Diagrama esquemático de vARNs PB2 mutantes y sus eficiencias en la formación e incorporación de 
viriones. Las cifras de VLPs y las eficiencias de incorporación de viriones de vARNs PB2 mutantes fueron 5 
determinados utilizando las cifras de células expresando WSN HA y GFP como denominador. Todos los mutantes se 
muestran en la orientación de sentido negativo. Cada mutante contiene el marco de lectura GFP (barra verde); 27 y 
34 nucleótidos de las regiones no codificantes 3' y 5', respectivamente (barras grises); y regiones codificantes de 
varias longitudes (barras negras). Las líneas de puntos representan secuencias borradas de la región codificante 
PB2. PB2(-) indica la omisión de este vARN (es decir, los VLPs se generaron utilizando solamente siete segmentos 10 
vARN). 

Figura 2. Ejemplo de secuencias génicas internas de virus de vacuna (SEC. ID Nº:1-8 y 10-15). 

Figura 3. Caracterización de virus PR8/PB2-GFP. A) Diagrama esquemático de vARNs tipo salvaje PB2 y 
PB2(120)GFP(120). vARN PB2(120)GFP(120) posee la región no codificante 3', 120 nucleótidos de la secuencia 
codificante de vARN PB2, el gen GFP, y 120 nucleótidos de las regiones 3’ codificantes y 5’ no codificantes de vARN 15 
PB2. La región no codificante y las regiones codificantes de vARN PB2 están representadas por barras grises y 
rojas, respectivamente. El gen GFP viene representado por la barra verde. B) Expresión génica PB2 en células 
AX4/PB2 (las células AX4 se derivan de células MDCK). Se extrajo ARN de células AX4 tipo salvaje y AX4/PB2. Se 
realizó RT-PCR utilizando un cebador oligo(dT) seguido por síntesis de cADN y PCR con cebadores específicos PB2 
(panel superior) o beta-actina canina (panel inferior). C) Expresión de proteína PB2 en células AX4/PB2. Las células 20 
reaccionaron con un anticuerpo anti-PB2 18/1 (Hatta et al., 2000) (paneles de la izquierda) y Hoechst 33342 
(paneles de la derecha). Barra de escala, 50 μm. D) Cinética de crecimiento de PR8/PB2-GFP monitorizada durante 
72 horas. Células tipo salvaje AX4 (panel superior) y AX4/PB2 (panel inferior) fueron infectadas con virus tipo salvaje 
PR8 (rojo) o PR8/PB2-GFP (verde) a una MOI (multiplicidad de infección) de 0,001. Los sobrenadantes recogidos en 
los puntos de tiempo indicados fueron ensayados respecto a virus infecciosos en ensayos de placa con células 25 
AX4/PB2. 

Figura 4. Acomodación de varios genes HA en virus PB2-KO. Expresión HA en células infectadas con virus PB2-KO. 
Células AX4/PB2 fueron infectadas con PR8/PB2-GFP, WSN/PB2-GFP, CA04/PB2-GFP, o VN1203/PB2-GFP. A las 
16 horas post infección, las células fueron teñidas con anticuerpos monoclonales específicos para WSN, CA04, o 
proteína VN1203 HA. La expresión de HA y GFP fue examinada utilizando microscopio fluorescente.  30 

Figura 5. Acomodación de varios genes reporter en virus PB2-456 KO. A) Actividad de luciferasa en células 
infectadas con virus PB2-KO. Células AX4 tipo salvaje y AX4/PB2 fueron infectadas con PR8/PB2-Fluc (gráfico 
superior) y PR8/PB2-Rluc (gráfico inferior) a las MOIs indicadas. A las 8 horas post infección se midieron las 
actividades Fluc y Rluc en las células utilizando un sistema de ensayo de reporter de luciferasa dual. Los resultados 
de células infectadas por virus fueron comparados con los procedentes de células no infectadas (indicadas por '0') y 35 
se calcularon los valores de P utilizando el test t de Student. Asterisco, P < 0,05. RLU, unidad de luz relativa. B) 
Intensidad de GFP en células infectadas por virus  PB2-KO. Células AX4/PB2 fueron infectadas con PR8/PB2-GFP 
con la MOI indicada. A las 8 horas post infección se midió la intensidad de GFP con el lector de microplacas Infinite 
M1000. Los resultados de las células infectadas por virus fueron comparados con los procedentes de células no 
infectadas (indicadas por '0') y se calcularon los valores de P utilizando el test t de Student. Asterisco, P < 0,05. 40 
RFU, unidad fluorescente relativa. 

Figura 6. Ensayo de microneutralización basado en virus PB2-KO. Células AX4/PB2 fueron infectadas con 100 PFU 
de CA04/PB2-Rluc que se mezclaron previamente con sueros de hurón diluidos en pocillos triplicados. Se midió la 
actividad Rluc en las células utilizando un sistema de ensayo luciferasa Renilla a las 24 horas post infección. Los 
resultados de las células infectadas por virus fueron comparados con los procedentes de células infectadas con virus 45 
de suero no tratados (indicado por 'Suero (-)'). Se calcularon los valores de P utilizando el test t de Student. 
Asterisco, P< 0,05. RLU, unidad de luz relativa. 

Figura 7. Cambio en peso corporal tras la exposición en ratones. Ratones inmunizados con los agentes indicados 
una (A), dos (B), o tres veces (C) fueron expuestos a 0,5 (i) o 5 (ii) MLD50 de virus PR8. Los valores se expresan 
como cambios medios en peso corporal ± DE (n = 3). 50 

Figura 8. Respuestas de anticuerpos específicos de virus en ratones inmunizados. Se utilizó virus PR8 purificado 
como antígeno para analizar los títulos de anticuerpos IgG e IgA en suero, lavados nasales y fluidos BAL (superior, 
medio e inferior, respectivamente) de ratones mock inmunizados con medio o inmunizados con el virus inactivado 
con formalina o con el virus PB2-KO. Se obtuvieron sueros (paneles superiores) en diferentes tiempos, es decir, 
prevacunación (barras A), antes de la segunda vacunación (barras B), antes de la tercera vacunación (barras C), y 55 
antes de la exposición (barras D). Se obtuvieron lavados nasales y fluidos BAL (paneles medios e inferiores, 
respectivamente) 1 día antes de la exposición de ratones a quienes se administraba 1 vacunación (barras 1), 2 
vacunaciones (barras 2), o 3 vacunaciones (barras 3). Los valores se expresan como la absorbancia media ± 
desviación estándar (DE) (n = 3). Se indica significación estadística entre las muestras obtenidas de ratones 
inmunizados con virus inactivado y virus PB2-KO. 60 
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Figura 9. Títulos virales en los pulmones y cornetes nasales (CN) de ratones inmunizados tras la exposición. Las 
cifras del eje x indican el número de vacunaciones. Tres ratones BALB/c por grupo fueron infectados 
intranasalmente con las dosis indicadas de virus PR8 (50 μl por ratón) y sacrificados los días 3 y 6 post infección 
para la titulación del virus. Las barras indican el título viral en cada órgano de cada ratón. La ausencia de barras 
indica que los títulos virales estaban por debajo del límite de detección de 5 PFU/ml/órgano. 5 

Figura 10. Detección de anticuerpos contra GFP en el suero de ratones inmunizados con el virus PB2-KO. Células 
confluentes 293 que expresan transitoriamente GFP fueron tratadas con suero (dilución 1/20) obtenido de ratones 
inoculados con medio (A), el virus inactivado con formalina (B), o el virus PB2-KO (C) o fueron tratadas con un 
anticuerpo anti-GFP comercial (D). El ADN (primera columna) fue teñido con Hoechst 33342. GFP (segunda 
columna) representa células transfectadas con un plásmido para la expresión de GFP. El anticuerpo GFP (tercera 10 
columna) representa la presencia del anticuerpo GFP en las muestras. Estas tres imágenes fueron fusionadas 

(cuarta columna). Barras de escala, 20 m. 

Figura 11. Detección de expresión de antígeno heterólogo tras infección de células con virus PB2-KO con 
secuencias para PspA de neumococos (S. pneumoniae). Se utilizaron anticuerpos de antivirus de la gripe y 
anticuerpos anti-PspA para detectar la expresión de virus de la gripe y proteínas PspA en células con PB2-KO-GFP 15 
o PB2-KO-PspA. 

Figura 12. Cinética de crecimiento de PB2-KO-PspA en células que no expresan PB2 y células que expresan PB2 
establemente. 

Figura 13. IgG e IgA específicas de antígeno de la gripe en suero, BAL y lavados nasales de ratones inmunizados 
tres veces con PB2-KO-PspA o PB2-KO-GFP. 20 

Figura 14. IgG específica de PspA en suero de ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA.  

Figura 15. IgG e IgA específicas de PspA en BAL y lavados nasales de ratones inmunizados tres veces con PB2-
KO-PspA. 

Figura 16. Supervivencia post exposición de ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA y expuestos a 10 
DL50 o 100 DL50 de virus de la gripe. 25 

Figura 17. Replicación del virus en el tracto respiratorio el día 3 post exposición en ratones inmunizados tres veces 
con PB2-KO-PspA y expuestos a 10 DL50 o 100 DL50 de virus de la gripe. 

Figura 18. Número de neumococos en lavados nasales de ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA o 
PB2-KO-GFP y expuestos a 10

2
 CFU S. pneumoniae (EF3030)/ratón. 

Figura 19. Supervivencia post exposición de ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA y expuestos a 2 x 30 
10

7
 CFU neumococos WU2 (una cepa letal)/ratón. 

Descripción Detallada 

Definiciones 

Como se utiliza aquí, virus "infeccioso, biológicamente contenido" significa que el virus es incapaz de producir 
progenie en células normales, o incapaz de una replicación significativa in vitro o in vivo, ej., títulos inferiores a 35 
aproximadamente 10

2
 a 10

3
 PFU/ml, en ausencia de virus helper o una proteína viral suministrada establemente en 

trans. 

Como se utiliza aquí, virus de "replicación deficiente" significa que el virus puede replicarse de forma limitada in vitro 
o in vivo, ej., títulos de como mínimo aproximadamente 10

2
 a 10

3
 PFU/ml, en ausencia de virus helper o una proteína 

viral suministrada en trans. 40 

Como se utiliza aquí, el término “aislado” se refiere a un preparación in vitro, y/o aislamiento de una molécula de 
ácido nucleico, ej., vector o plásmido, péptido o polipéptido (proteína), o virus de la invención, de forma que no está 
asociado a sustancias in vivo, o es purificado sustancialmente a partir de sustancias in vitro. Una preparación de 
virus aislado se obtiene generalmente por cultivo in vitro y propagación, y o vía paso en huevos, y carece  
sustancialmente de otros agentes infecciosos.  45 

Como se utiliza aquí, “sustancialmente purificado” significa que la especie objeto es la especie predominante, ej., en 
base molar es más abundante que cualquier otra especie individual en una composición, y de preferencia representa 
por lo menos aproximadamente el 80% de las especies presentes y opcionalmente el 90% o más, ej. el 95%, 98%, 
99% o más, de las especies presentes en la composición. 

Como se utiliza aquí, "sustancialmente carente" significa por debajo del nivel de detección para un agente infeccioso 50 
en particular utilizando métodos de detección estándar para ese agente.  

Un virus “recombinante” es uno que ha sido manipulado in vitro, ej., utilizando técnicas de ADN recombinante, para 
introducir cambios en el genoma viral. Los virus recombinantes pueden ser preparados mediante técnicas 
recombinantes o no recombinantes.  
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Como se utiliza aquí, el término “ácido nucleico recombinante” o “secuencia o segmento de ADN recombinante” se 
refiere a un ácido nucleico, ej., a ADN que ha sido derivado o aislado a partir de una fuente, que puede ser 
posteriormente alterado químicamente in vitro de forma que su secuencia no se produce naturalmente o 
corresponde a secuencias que se produzcan naturalmente que no están posicionadas como deberían en el genoma 
nativo. Un ejemplo de ADN “derivado” de una fuente sería una secuencia de ADN identificada como un fragmento 5 
útil, y que es entonces sintetizada químicamente en forma esencialmente pura. Un ejemplo de tal ADN “aislado” de 
una fuente sería una secuencia de ADN útil que es escindida o separada de dicha fuente por medios químicos, ej., 
por el uso de endonucleasas de restricción, de forma que puede ser posteriormente manipulada, ej., ampliada, para 
su uso en la invención, por la metodología de ingeniería genética.  

Como se utiliza aquí, una secuencia de nucleótidos “heteróloga” procede de una fuente distinta a un virus de la gripe 10 
parental, ej., un gen reporter o un gen de otro virus u organismo, ej., una bacteria, o procede de una fuente de virus 
de la gripe, pero está en un contexto que no imita un genoma de virus de la gripe nativo, ej., es un subconjunto de 
un segmento génico de virus de la gripe de longitud completa y está en un contexto no nativo, ej.,  fusionado a 
secuencias codificantes de PB2 truncadas. 

Como se utiliza aquí un gen o segmento génico del virus de la gripe “heterólogo” procede de una fuente de virus de 15 
la gripe distinta a una mayoría de los otros genes o segmentos génicos virales de la gripe en un virus de la gripe 
recombinante, ej., reordenante.  

Los términos “polipéptido aislado”, “péptido aislado” o “proteína aislada” incluyen un polipéptido, un péptido o una 
proteína codificados por cADN o ARN recombinante, incluyendo uno de origen sintético, o alguna combinación de 
los mismos.  20 

El término “proteína recombinante” o “polipéptido recombinante”, como se emplea aquí, se refiere a una molécula 
proteica expresada de una molécula de ADN recombinante. Por el contrario, el término “proteína nativa” se utiliza 
aquí para indicar una proteína aislada de una fuente natural (es decir, una no recombinante). Se pueden utilizar 
técnicas biológicas moleculares para producir una forma recombinante de una proteína con propiedades idénticas en 
comparación con la forma nativa de la proteína.  25 

Los métodos de alineación de secuencias para comparación son bien conocidos en la técnica. Así la determinación 
de la identidad porcentual entre dos secuencias cualesquiera puede realizarse utilizando un algoritmo matemático.  

Se pueden utilizar implementaciones informáticas de esos algoritmos matemáticos para la comparación de 
secuencias, para determinar la identidad de las secuencias. Con estos programas, las alineaciones pueden 
realizarse utilizando parámetros por defecto. El software para realizar análisis BLAST está disponible públicamente a 30 
través de la National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). El algoritmo puede incluir 
primero identificar pares de secuencias de alta puntuación (high scoring sequence pairs, HSPs) identificando 
palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen alguna puntuación umbral (T) 
valorada positivamente al alinearlo con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. T se 
refiere al umbral de puntuación de la palabra vecina. Esos aciertos iniciales de palabra vecina actúan como semillas 35 
para iniciar búsquedas para hallar HSPs de más longitud que los contengan. Los aciertos de palabras se amplían 
entonces en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta donde puede aumentarse la puntuación de 
alineación acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan utilizando, para las secuencias de nucleótidos, 
los parámetros M (puntuación premio para un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuación penalidad 
para residuos no coincidentes; siempre < 0). Para secuencias de aminoácidos se utiliza una matriz de puntuación 40 
para calcular la puntuación acumulativa. La extensión de los aciertos de palabras en cada dirección se detiene 
cuando la puntuación de alineación acumulativa desciende la cantidad X de su valor máximo alcanzado, la 
puntuación acumulativa tiende a cero o por debajo de cero debido a la acumulación de una o más alineaciones de 
residuos con puntuación negativa, o se alcanza el extremo de una de las secuencias.  

Además de calcular el porcentaje de identidad de la secuencia, el algoritmo BLAST puede también realizar un 45 
análisis estadístico de la semejanza entre dos secuencias. Una medida de semejanza proporcionada por el 
algoritmo BLAST puede ser la probabilidad de suma más pequeña (P(N)), que proporciona una indicación de la 
probabilidad de que se produzca por azar una coincidencia entre dos secuencias de nucleótidos o aminoácidos. Por 
ejemplo, una secuencia de ácido nucleico de test es considerada similar a una secuencia de referencia si la 
probabilidad de suma más pequeña en una comparación de la secuencia de ácido nucleico de test con la secuencia 50 
de ácido nucleico de referencia es inferior a aproximadamente 0,1, de preferencia menos de aproximadamente 0,01, 
y mejor aún menos de aproximadamente 0,001. 

El programa BLASTN (para secuencias de nucleótidos) puede utilizar como defectos una longitud de palabra (W) de 
11, una expectativa (E) de 10, un corte de 100, M=5, N=-4, y una comparación de ambas cadenas. Para secuencias 
de aminoácidos, el programa BLASTP puede utilizar como defectos una longitud de palabra (W) de 3, una 55 
expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuación BLOSUM62. Ver http://www.ncbi.n1 m.nih.gov. La alineación puede 
realizarse también manualmente por inspección.  

Para comparación de secuencia, típicamente una secuencia actúa como secuencia de referencia con la que se 
comparan las secuencias de test. Al utilizar un algoritmo de comparación de secuencias, las secuencias de test y de 
referencia se introducen en un ordenador, se designan coordinadas de subsecuencias si es necesario, y se 60 
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designan parámetros de programa de algoritmo de secuencias. El algoritmo de comparación de secuencias calcula 
entonces el porcentaje de identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de test en relación con la secuencia de 
referencia, en base a los parámetros de programa designados.  

Virus de la gripe 

El ciclo vital de los virus incluye generalmente la unión a los receptores de la superficie celular, la entrada en la 5 
célula y descapsidación del ácido nucleico viral, seguido de la replicación de los genes virales dentro de la célula. 
Tras la síntesis de nuevas copias de proteínas y genes virales, estos componentes se ensamblan en partículas de 
virus de progenie, que salen entonces de la célula (revisado por Roizman y Palese, 1996). Diferentes proteínas 
virales desempañan un papel en cada uno de estos pasos.  

El virus de la gripe A es un virus envuelto de cadena negativa con ocho segmentos de ARN encapsulado con 10 
nucleoproteína (NP) (revisado por Lamb y Krug, 1996). Los ARNs virales de ocho cadenas simples de sentido 
negativo (vARNs) codifican un total de diez a once proteínas. El ciclo vital del virus de la gripe comienza con la unión 
de la hemaglutinina (HA) a receptores conteniendo ácido siálico en la superficie de la célula huésped, seguido de 
endocitosis mediada por receptor. El pH bajo en endosomas tardíos desencadena un cambio conformacional en la 
HA, exponiendo así el terminal N de la subunidad HA2 (el denominado péptido de fusión). El péptido de fusión inicia 15 
la fusión de la membrana viral y endosomal, y la proteína matriz (M1), y los complejos RNP son liberados al 
citoplasma. Los RNPs consisten en la nucleoproteína (NP), que encapsula el VARN, y el complejo de polimerasa 
viral, que está formado por las proteínas PA, PB1, y PB2. Los RNPs son transportados al núcleo, donde se produce 
la transcripción y la replicación. El complejo ARN polimerasa cataliza tres reacciones distintas: síntesis de un mARN 
con una estructura 5' cap y 3' polyA, de un ARN complementario de longitud total (cARN), y de vARN genómico 20 
utilizando el cADN como plantilla. Los vARNs, NP y proteínas de polimerasa de nueva síntesis se ensamblan 
entonces en RNPs, son exportados del núcleo y transportados a la membrana plasmática, donde se produce la 
gemación de partículas de virus de progenie. La proteína neuraminidasa (NA) desempeña un papel crucial tardío en 
la infección eliminando el ácido siálico de los sialil oligosacáridos, liberando así viriones de nuevo ensamblaje de la 
superficie celular y evitando la autoagregación de las partículas virales. Aunque el ensamblaje del virus incluye 25 
interacciones proteína-proteína y proteína-vaRN, la naturaleza de tales interacciones es desconocida en gran 
medida. 

Aunque los virus de la gripe B y C son estructural y funcionalmente similares al virus de la gripe A, hay algunas 
diferencias. Por ejemplo, el segmento M del virus de la gripe B codifica dos proteínas, M1 y BM2, mediante un 
esquema de terminación-reinicio de cistrones en tándem, y el segmento NA codifica las proteínas NA y NB de un 30 
mARN bicistrónico. El virus de la gripe C, que tiene 7 segmentos de vARN, se basa en transcripciones empalmadas 
para producir proteína M1; el producto de un mARN no empalmado es escindido proteolíticamente para producir la 
proteína CM2. Además, el virus de la gripe C codifica una HA-esterasa (HEF) más que proteínas HA y NA 
individuales. 

Abarcando la membrana viral del virus de la gripe A hay tres proteínas: hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA), y 35 
M2. Los dominios extracelulares (ectodominios) de HA y NA son muy variables, mientras que el ectodominio de M2 
es esencialmente invariable entre los virus de la gripe A. Se cree que la proteína M2, que posee actividad de canal 
iónico (Pinto et al., 1992), funciona en un estadio precoz del ciclo vital del virus, entre la penetración en la célula 
huésped y la descapsización del ARN viral (Martin y Helenius, 1991; revisado por Helenius, 1992; Sugrue et al., 
1990). Una vez los viriones han pasado la endocitosis, se cree que el canal iónico M2 asociado al virión, un paquete 40 
helicoidal homotetramero permite a los protones fluir del endosoma al interior del virión, para interrumpir las 
interacciones del complejo ácido-lábil proteína M1-proteína ribonucleica (RNP), favoreciendo así la liberación de 
RNP en el citoplasma (revisado por Helenius, 1992). Además, entre algunas cepas de gripe cuyas HAs están 
escindidas intracelularmente (ej., A/fowl plagues/Rostock/34), se cree que el canal iónico M2 eleva el pH de la red 
trans-Golgi, evitando cambios conformacionales en la HA debido a condiciones de pH bajo en este compartimento 45 
(Hay et al., 1985; Ohuchi et al., 1994; Takeuchi and Lamb, 1994). 

Líneas celulares que pueden ser utilizadas en la presente invención 

Cualquier célula, ej., cualquier célula de ave o mamífero, como un ser humano, ej., células 293T o PER.C6®, o 
caninas, bovinas, equinas, felinas, porcinas, ovinas, de roedor, por ejemplo de visón, ej., células MvLu1 o hámster, 
ej., células CHO, de primate no humano, ej., células Vero, o células de vertebrado superior no primate, ej., células 50 
MDCK, incluyendo células mutantes tales como células AX4, que sustentan la replicación eficiente del virus de la 
gripe, pueden ser utilizadas para aislar y/o propagar los virus de la gripe. Los virus aislados pueden ser utilizados 
para preparar un virus reordenante. En una realización, las células huésped para la producción de vacunas son 
líneas continuas celulares de mamífero o ave, o cepas celulares. Se puede realizar una caracterización completa de 
las células a utilizar, por lo que se pueden incluir tests apropiados para la pureza del producto final. Los datos que 55 
pueden utilizarse para la caracterización de una célula incluyen (a) información sobre su origen, derivación e historia 
de paso; (b) información sobre su crecimiento y características morfológicas; (c) resultados de tests de agentes 
adventicios; (d) características distintivas, como patrones bioquímicos,  inmunológicos y citogénicos que permitan 
reconocer claramente a las células de otras líneas celulares; y (e) resultados de tests de tumorigenicidad. En una 
realización, el nivel de paso, o duplicación de la población, de la célula huésped utilizada es lo más bajo posible.  60 
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En una realización, las células son líneas celulares continuas certificadas o certificables por la OMS. Los requisitos 
para la certificación de tales líneas celulares incluyen la caracterización respecto a por lo menos una característica 
de genealogía, crecimiento, marcadores inmunológicos, susceptibilidad viral, tumorigenicidad y condiciones de 
conservación, así como pruebas en animales, huevos y cultivo celular. Tal caracterización se utiliza para confirmar 
que las células carecen de agentes adventicios detectables. En algunos países puede requerirse también cariología. 5 
Además, se puede comprobar la tumorigenicidad en células que están en el mismo nivel de paso que las utilizadas 
para la producción de vacunas. El virus puede purificarse mediante un proceso que ha demostrado ofrecer 
resultados consistentes, antes de la producción de la vacuna (ver, ej., Organización Mundial de la Salud, 1982). 

Los virus producidos por la célula huésped pueden ser purificados altamente antes de la formulación de la vacuna o 
terapia génica. En general, los procedimientos de purificación consisten en una amplia eliminación de ADN celular y 10 
otros componentes celulares y agentes adventicios. También se pueden utilizar procedimientos que degraden o 
desnaturalicen ampliamente el ADN.  

Vacunas de la gripe 

Una divulgación de vacuna puede incluir un virus de la gripe recombinante aislado, y opcionalmente otro u otros 
virus aislados, incluyendo otros virus de la gripe aislados, una o más proteínas o glicoproteínas inmunogénicas de 15 
uno o más virus de la gripe aislados o uno o más patógenos distintos, ej., una proteína inmunogénica procedente de 
una o más bacterias, virus no de la gripe, levaduras u hongos, o ácido nucleico aislado codificando una o más 
proteínas virales (ej., vacunas de ADN), incluyendo una o más proteínas inmunogénicas del virus de la gripe aislado 
de la invención. En una realización, los virus de la  gripe pueden ser vectores de vacunas de virus de la gripe u otros 
patógenos.  20 

Una vacuna de virión completo puede ser concentrada por ultrafiltración y luego purificada por centrifugación zonal o 
cromatografía. Virus distintos al de la invención, como los incluidos en una vacuna multivalente, pueden ser 
inactivados antes o después de la purificación utilizando formalina o beta-propiolactona, por ejemplo. 

Una vacuna subunitaria comprende glicoproteínas purificadas. Una vacuna así puede ser preparada como sigue: 
utilizando suspensiones virales fragmentadas por tratamiento con detergente, los antígenos de superficie se 25 
purifican, por ejemplo por ultracentrifugación. Las vacunas subunitarias contienen así principalmente proteína HA y 
también NA. El detergente utilizado puede ser por ejemplo detergente catiónico, como hexadecil trimetil bromuro de 
amonio (Bachmeyer, 1975), un detergente aniónico, como desoxicolato de amonio (Laver & Webster, 1976); o 
detergente aniónico como el que se comercializa con el nombre de TRITON X100. La hemaglutinina puede ser 
también aislada tras tratamiento de los viriones con una proteasa, como la bromelina, y luego purificada. La vacuna 30 
subunitaria puede combinarse con un virus atenuado de la invención en una vacuna multivalente.  

Una vacuna fraccionada comprende viriones que han sido sometidos a tratamiento con agentes que disuelven los 
lípidos. Una vacuna fraccionada puede prepararse como sigue: una suspensión acuosa del virus purificado obtenido 
como se indica anteriormente, inactivado o no, es tratado, bajo agitación, por disolventes de lípidos como el éter 
etílico o cloroformo, asociados a detergentes. La disolución de los lípidos de la envoltura viral produce la 35 
fragmentación de las partículas virales. La fase acuosa se recupera conteniendo la vacuna fraccionada, constituida 
principalmente por hemoglutinina y neuraminidasa con su envoltura original de lípidos eliminada, y el núcleo o sus 
productos de degradación. A continuación, son inactivadas las partículas infecciosas residuales si esto no se ha 
hecho ya. La vacuna fraccionada puede combinarse con un virus atenuado de la invención en una vacuna 
multivalente.  40 

Vacunas inactivadas. Las vacunas del virus de la gripe inactivadas se obtienen inactivando virus replicados 

utilizando métodos conocidos, como pero sin limitación, tratamiento con formalina o -propiolactona. Los tipos de 
vacuna inactivada que pueden utilizarse en la invención pueden incluir vacunas de virus enteros (whole-virus, WV) o 
vacunas de subviriones (SV) (fraccionadas). La vacuna WV contiene virus intactos inactivados, mientras que la 
vacuna SV contiene virus purificados alterados con detergentes que solubilizan la envoltura viral que contiene 45 
lípidos, seguido de la inactivación química de los virus residuales.  

Además, entre las vacunas que pueden utilizarse se incluyen las que contienen proteínas de superficie HA y NA 
aisladas, a las que se hace referencia como antígeno de superficie o vacunas subunitarias.  

Vacunas de virus vivos atenuados. Pueden usarse vacunas del virus de la gripe vivos atenuados, como las que 
incluyen un virus recombinante de la invención, para prevenir o tratar la infección por virus de la gripe. Se puede 50 
conseguir la atenuación en un simple paso por transferencia de genes atenuados de un virus donante atenuado a un 
virus replicado o reordenado aislado según los métodos conocidos. Dado que la resistencia al virus de la gripe A 
está mediada básicamente por el desarrollo de una respuesta inmune a las glicoproteínas HA y/o NA, los genes que 
codifican estos antígenos de superficie proceden de los virus reordenados o aislados clínicos. Los genes atenuados 
derivan de un progenitor atenuado. En este enfoque, los genes que confieren atenuación generalmente no codifican 55 
las glicoproteínas HA y NA.  

Hay disponibles virus (virus de la gripe donantes) que son capaces de atenuar reproduciblemente virus de la gripe, 
ej., un virus donante adaptado al frío (ca) para la producción de vacuna atenuada. Se pueden generar vacunas de 
virus reordenantes vivos atenuados apareando el virus donante ca con virus replicado virulento. La progenie 
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reordenante es seleccionada entonces a 25°C (restrictivo para la replicación de virus virulento), en presencia de un 
antisuero apropiado, que inhibe la replicación de los virus que tienen los antígenos de superficie del virus donante ca 
atenuado. Los reordenantes útiles son: (a) infecciosos, (b) atenuados para mamíferos no adultos seronegativos y 
mamíferos adultos cebados inmunológicamente, (c) estables inmunogénica y (d) genéticamente. La 
inmunogenicidad de los reordenantes ca es paralela a su nivel de replicación. Así, la adquisición de los seis genes 5 
transferibles del virus donante ca por nuevos virus tipo salvaje ha atenuado de forma reproducible estos virus para 
su uso en la vacunación de mamíferos susceptibles, tanto adultos como no adultos.  

Se pueden introducir otras mutaciones atenuantes en genes de virus de la gripe por mutagénesis dirigida al sitio 
para rescatar virus infecciosos con esos genes mutantes. Se pueden introducir mutaciones atenuantes en regiones 
no codificantes del genoma, así como también en regiones codificantes. Tales mutaciones atenuantes pueden ser 10 
introducidas también en genes distintos de HA o NA, ej., el gen M2. Así, pueden generarse también nuevos virus 
donantes que tengan mutaciones atenuantes introducidas por mutagénesis dirigida al sitio, y tales virus donantes 
nuevos pueden ser utilizados en la producción de candidatos de vacunas reordenantes vivas atenuadas, en una 
forma análoga a la descrita anteriormente para el virus donante ca. De forma similar, otras cepas donantes 
atenuadas conocidas pueden ser reordenadas con virus de la gripe para obtener vacunas atenuadas adecuadas 15 
para su uso en la vacunación de mamíferos. 

En una realización, tales virus atenuados conservan los genes del virus que codifican determinantes antigénicos 
sustancialmente similares a los de los aislados clínicos originales. Esto es porque el objetivo de la vacuna atenuada 
es proporcionar sustancialmente la misma antigenicidad que el aislado clínico original del virus, careciendo al mismo 
tiempo de patogenicidad hasta el grado de que la vacuna tenga una probabilidad mínima de producir enfermedad 20 
grave en el mamífero vacunado.  

Así, los virus en una vacuna multivalente pueden ser atenuados o inactivados, formulados y administrados, según 
métodos conocidos, como una vacuna para inducir una respuesta inmune en un animal, ej., un mamífero. Son bien 
conocidos por los expertos los métodos para determinar si tales vacunas inactivadas o atenuadas han conservado 
una antigenicidad similar a la del aislado clínico o la cepa de alto crecimiento derivada del mismo. Tales métodos 25 
conocidos incluyen el uso de antisueros o anticuerpos para eliminar virus que expresan determinantes antigénicos 
del virus donante; selección química (ej., amantadina o rimantidina); actividad e inhibición HA y NA; y cribado de 
ácido nucleico (como hibridación por sonda o PCR) para confirmar que los genes donantes que codifican a los 
determinantes antigénicos (ej., genes de HA o NA) no están presentes en los virus atenuados. 

Composiciones farmacéuticas 30 

Las composiciones farmacéuticas, adecuadas para su inoculación, ej., administración nasal, parenteral u oral, 
comprenden uno o más aislados del virus de la gripe, ej., uno o más virus de la gripe atenuados o inactivados, una 
subunidad de los mismos, proteína(s) aislada de los mismos, y/o ácido nucleico aislado codificando una o más 
proteínas de los mismos, comprendiendo además opcionalmente soluciones acuosas y no acuosas, suspensiones y 
emulsiones estériles. Las composiciones pueden comprender además agentes o excipientes auxiliares, como se 35 
conoce en la técnica. La composición de la invención se presenta generalmente en forma de dosis individuales 
(dosis unitarias). 

Las vacunas convencionales contienen en general aproximadamente de 0,1 a 200 μg, ej., de 30 a 100 μg, de HA de 
cada una de las cepas que entran en su composición. La vacuna que constituye el principal componente de la 
composición de la vacuna puede comprender un único virus de la gripe, o una combinación de virus de la gripe, por 40 
ejemplo, por lo menos dos o tres virus de la gripe, incluyendo uno o más reordenantes.  

Las preparaciones para la administración parenteral incluyen soluciones acuosas o no acuosas, suspensiones y/o 
emulsiones estériles, que pueden contener agentes o excipientes auxiliares conocidos en la técnica. Son ejemplos 
de disolventes no acuosos propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales como el aceite de oliva, y esteres 
orgánicos inyectables como el etil oleato. Se pueden utilizar portadores o vendajes oclusivos para aumentar la 45 
permeabilidad de la piel e incrementar la absorción de antígeno. Las formas de dosificación líquidas para la 
administración oral pueden comprender generalmente una solución de liposomas conteniendo la forma de 
dosificación líquida. Las formas adecuadas para la suspensión de liposomas incluyen emulsiones, suspensiones, 
soluciones, jarabes y elixires conteniendo diluyentes inertes utilizados comúnmente en la técnica, tales como agua 
purificada. Además de los diluyentes inertes, tales composiciones pueden incluir también adyuvantes, agentes 50 
humectantes, agentes emulsionantes y de suspensión, o agentes edulcorantes, aromatizantes o perfumantes.  

Cuando se utiliza una composición para la administración a un individuo, esta puede contener además sales, 
tampones, adyuvantes u otras sustancias apropiadas para mejorar la eficacia de la composición. Para las vacunas 
se pueden utilizar adyuvantes, y sustancias que pueden aumentar una respuesta inmune específica. Normalmente el 
adyuvante y la composición se mezclan previamente a la presentación al sistema inmune, o se presentan por 55 
separado, pero en el mismo punto del organismo que se está inmunizando.  

Se puede obtener la heterogenicidad de una vacuna mezclando virus de la gripe replicados de por lo menos dos 
cepas de virus de la gripe, como 2-20 cepas o cualquier rango o valor comprendidos. Se pueden obtener vacunas 
con variaciones en una cepa individual de un virus de la gripe, utilizando técnicas conocidas en el sector.  
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Una composición farmacéutica puede comprender además o adicionalmente por lo menos un compuesto 
quimioterapéutico, por ejemplo, para terapia génica, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios o potenciadores 
inmunológicos, y para vacunas, quimioterapéuticos incluyendo, pero sin limitación, gammaglobulina, amantadina, 

guanidina, hidroxibenzimidazol, interferon-, interferon-, interferon-v, factor alfa de necrosis tumoral, 
tiosemicarbazonas, metisazona, rifampicina, ribavirina, un análogo de la pirimidina, un análogo de la purina, 5 
foscarnet, ácido fosfonoacético, aciclovir, didesoxinucleósidos, un inhibidor de la proteasa o ganciclovir.  

La composición puede contener también cantidades variables pero pequeñas de formaldehido carente de 
endotoxinas, y conservantes, que hayan demostrado ser seguros y no contribuir a producir efectos no deseados en 
el organismo al que se administra la composición.  

Fines farmacéuticos 10 

La administración de la composición (o los antisueros que produce) puede ser con fines “profilácticos” o 
“terapéuticos”. Cuando se suministran profilácticamente, las composiciones de la invención que son vacunas se 
suministran antes de que se manifieste cualquier síntoma o signo clínico de una infección patógena. La 
administración profiláctica de la composición sirve para prevenir o atenuar toda infección posterior. Cuando se 
administran profilácticamente, las composiciones de terapia génica de la invención se suministran antes de que se 15 
manifieste cualquier síntoma o signo clínico de una enfermedad. La administración profiláctica de la composición 
sirve para prevenir o atenuar uno o más síntomas o signos clínicos asociados a la enfermedad.  

Cuando se suministra terapéuticamente, una vacuna viral se administra cuando se detecta un síntoma o signo 
clínico de infección real. La administración terapéutica del compuesto o compuestos sirve para atenuar una infección 
real. Cuando se administra terapéuticamente, una composición de terapia génica se administra al detectar un 20 
síntoma o signo clínico de la enfermedad. La administración terapéutica del compuesto o compuestos sirve para 
atenuar un síntoma o signo clínico de esa enfermedad.  

Así, una composición de vacuna puede ser administrada antes del inicio de la infección (para prevenir o atenuar una 
infección esperada) o después de la iniciación de una infección real. De forma similar, en la terapia génica, la 
composición puede ser administrada antes de que se manifieste un síntoma o signo clínico de un trastorno o 25 
enfermedad, o después de que se detecte uno o más síntomas.  

Se dice que una composición es “farmacológicamente aceptable” si su administración puede ser tolerada por un 
mamífero receptor. Se dice que tal agente es administrado en una “cantidad terapéuticamente efectiva” si la cantidad 
administrada es fisiológicamente significativa. Una composición de la presente invención es fisiológicamente 
significativa si su presencia da como resultado un cambio detectable en la fisiología de un paciente receptor, ej., 30 
incrementa por lo menos una respuesta inmune humoral o celular primaria o secundaria contra por lo menos una 
cepa de un virus de la gripe infeccioso.  

La “protección” provista no tiene que ser absoluta, es decir, la infección por gripe no tiene que prevenirse o 
erradicarse totalmente, si hay una mejora estadísticamente significativa en comparación con una población o grupo 
de mamíferos de control. La protección puede limitarse a mitigar la gravedad o rapidez de aparición de síntomas o 35 
signos clínicos de infección por virus de la gripe.  

Administración farmacéutica 

Una composición puede proporcionar resistencia a uno o más patógenos, ej., una o más cepas de virus de la gripe, 
por inmunización pasiva o activa. En la inmunización activa, se administra profilácticamente una composición de 
vacuna viva atenuada a un huésped (ej., un mamífero), y la respuesta inmune del huésped a la administración 40 
protege contra la infección y/o la enfermedad. En la inmunización pasiva, el anticuerpo provocado puede ser 
recuperado y administrado a un receptor del que se sospecha que tiene una infección causada por, como mínimo, 
una cepa del virus de la gripe. Una composición de terapia génica puede producir niveles profilácticos o terapéuticos 
del producto génico deseado por inmunización activa.  

En una realización, la vacuna se administra a una hembra de mamífero (durante o antes del embarazo o parto), en 45 
condiciones de tiempo y cantidad suficientes para causar la producción de una respuesta inmune que sirva para 
proteger tanto a la hembra como al feto o recién nacido (vía incorporación pasiva de anticuerpos a través de la 
placenta o la leche materna). 

La presente divulgación incluye métodos para prevenir o atenuar un trastorno o enfermedad, ej., una infección por 
como mínimo una cepa de patógeno. Como se utiliza aquí, se dice que una vacuna previene o atenúa una 50 
enfermedad si su administración produce la atenuación total o parcial (es decir, supresión) de un signo clínico o 
estado de la enfermedad, o en la inmunidad total o parcial del individuo frente a la enfermedad. Como se utiliza aquí, 
se dice que una composición de terapia génica previene o atenúa una enfermedad si su administración conduce a la 
atenuación total o parcial (es decir, supresión) de un signo clínico o estado de la enfermedad, o a la inmunidad total 
o parcial del individuo frente a la enfermedad.  55 

Una composición con por lo menos un virus de la gripe de la presente invención, incluyendo uno atenuado y uno o 
varios otros virus aislados, una o más proteínas virales aisladas de ellos, una o más moléculas de ácido nucleico 
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aisladas codificando a una o más proteínas virales de los mismos, o una combinación de lo anterior, puede ser 
administrada por cualquier medio por el que se alcancen los fines pretendidos.  

Por ejemplo, la administración de tal composición puede ser por varias vías parenterales, tales como subcutánea, 
intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, oral o transdérmica. La administración parenteral 
puede realizarse por inyección de bolo o por perfusión gradual a lo largo del tiempo.   5 

Un régimen típico para prevenir, suprimir o tratar una patología relacionada con un virus de la gripe, comprende la 
administración de una cantidad efectiva de una composición de vacuna como se describe aquí, administrada como 
un tratamiento único, o repetida en forma de dosis de mejora o refuerzo, a lo largo de un periodo de hasta e inclusive 
entre una semana y aproximadamente 24 meses, o cualquier rango o valor comprendidos.  

Según la presente invención, una “cantidad efectiva” de una composición es una cantidad suficiente para alcanzar 10 
un efecto deseado. Se entiende que la dosis efectiva puede depender de la especie, edad, sexo, salud y peso del 
receptor, tipo de tratamiento concurrente, si hay alguno, frecuencia de tratamiento y la naturaleza del efecto 
deseado. Los rangos de dosis efectivas que se proporcionan más abajo no pretenden limitar la invención y 
representan rangos de dosis.  

La dosis de vacuna de un virus vivo, atenuado o muerto para un animal, como un organismo adulto de mamífero, 15 
puede ir aproximadamente de 10

2
-10

15
, ej., 10

3
-10

12
, placas formadoras de unidades (PFU)/kg, o cualquier rango de 

valor incluido. La dosis de vacuna inactivada puede ir de aproximadamente 0,1 a 1000, ej., de 10 a 100 g, como 

aproximadamente 15 g, de proteína HA. No obstante, la dosis debe ser una cantidad segura y efectiva, como se 
determina por métodos convencionales, utilizando vacunas existentes como punto de partida.  

La dosis de HA inmunorreactiva en cada dosis de vacuna de virus replicado puede ser estandarizada para contener 20 

una cantidad apropiada, ej., de 30 a 100 g o cualquier rango o valor aquí contenido, como aproximadamente 15 g, 
o la cantidad recomendada por agencias gubernamentales u organizaciones profesionales reconocidas. La cantidad 
de NA puede ser también estandarizada, pero esta glicoproteína puede ser lábil durante la purificación y 
almacenamiento.  

La dosis de HA inmunorreactiva en cada dosis de vacuna de virus replicado puede ser estandarizada para que 25 

contenga una cantidad adecuada, ej., 1 -50 g o cualquier rango o valor contenido aquí, o la cantidad recomendada 

por el U.S. Public Health Service (PHS), que es usualmente de 15 g, por componente para niños mayores de 3 

años, y 7,5 g por componente para niños menores  de 3 años. La cantidad de NA puede ser también 
estandarizada, pero esta glicoproteínia puede ser lábil durante el proceso de purificación y almacenamiento (Kendal 
et al., 1980; Kerr et al., 1975). Cada dosis de 0,5 ml de vacuna puede contener aproximadamente 1 -50 mil millones 30 
de partículas de virus, y de preferencia 10 mil millones de partículas. 

La invención se describirá con los siguientes ejemplos no limitantes.  

Ejemplo I 

Secuencias de incorporación PB2 

La mayoría de los segmentos de ARN defectuosos del virus de la gripe A conservan de 150 a 300 nucleótidos 35 
correspondiendo a los extremos 5' y 3' del respectivo segmento génico (Duhaut et al., 1998; Jennings et al., 1983; 
Noble et al., 1995; y Odagiri et al., 1990), indicando que esos 300 a 600 nucleótidos pueden poseer las 
características estructurales requeridas para una eficiente envoltura del genoma. Para identificar las regiones en los 
vARNs PB2, PB1, y PA que son críticos para la incorporación del vARN a viriones y la formación de viriones, se 
generaron plásmidos en los que el gen de GFP está flanqueado por las regiones y porciones no codificantes de las 40 
regiones codificantes derivadas de ambos terminales [PB2 (300)GFP(300), PB1 (300)GFP(300), y 
PA(120)GFP(120)]. La transfección de tal plásmido en células  293T, junto con plásmidos de expresión para las 
proteínas PB2, PB1, PA, y NP (componentes mínimos para la transcripción y replicación de vARNs), produjo la 
expresión de GFP en células, indicando que los vARNs quiméricos eran sintetizados por ARN polimerasa I celular, y 
transcritos a mARN por las proteínas virales producidas por los plásmidos de expresión.  45 

Para calcular las eficiencias de incorporación de vARN a virión, se debe comparar el número de viriones conteniendo 
un vARN de test con el número total de VLPs. El número total de VLPs puede ser determinado inoculando células 
con VLPs y contando luego el número de células que expresan una determinada protección contra el virus de la 
gripe. Para garantizar que el número de VLPs infecciosas determinado por este método no se viera drásticamente 
afectado por el producto génico viral seleccionado como marcador, determinamos el número de células con 50 
expresión de HA o NP. Como estábamos comprobando las eficiencias de incorporación de vARNs PB2, PB1, y PA, 
se necesitó virus helper para proporcionar proteínas polimerasa funcionales.  Para distinguir entre las proteínas HA y 
NP expresadas de las VLPs de test (derivadas de virus WSN) y las expresadas por el virus helper PR8, utilizamos 
antibióticos que reconocen las proteínas WSN HA y NP, pero no sus homólogos de virus PR8. 

Para establecer un sistema que permitiera la evaluación del número de VLPs generadas, se transfectaron células 55 
293T con un plásmido para la transcripción de un vARN de test (derivado del segmento PB2, PB1, o PA), 7 
plásmidos para la producción de los vARNs restantes, y 10 plásmidos de expresión para la expresión de las 
proteínas virales (es decir, PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M1, M2, NS1, y NS2). Cuarenta y ocho horas después, los 
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sobrenadantes conteniendo VLP derivadas de células transfectadas fueron mezclados con virus helper PR8 y 
utilizados para infectar células MDCK. Doce horas después de la infección, se determinó el número de células que 
expresaban proteína HA o NP. En los tres vARNs, las cifras de células que expresaban HA o NP difería en menos 
de un factor de 3; por ejemplo, utilizando el vARN de test PB2(300)GFP(300), se detectaron 240 800 células con 
expresión HA, frente a 353 200 con expresión NP. Por consiguiente, en los posteriores experimentos, el número de 5 
células con expresión HA se utilizó como indicador de la eficiencia en la formación de viriones infecciosos. Las 
eficiencias de incorporación de vARNs de test fueron así calculadas dividiendo el número de células con expresión 
GFP (como marcador para el vARN de test) por la suma del número de células con expresión de HA (como 
marcador del número de viriones) más el número de células con expresión GFP. 

Las secuencias en la región codificante del vARN PB2 afectan a la formación de virión infeccioso y la incorporación 10 
de vARN a virión. Para delinear las secuencias en el vARN PB2 que son críticas para la formación de viriones y/o la 
incorporación de vARN a virión, se generó una serie de plásmidos para la producción de vARNs PB2 que expresan 
GFP y contienen porciones de la región codificante PB2 derivada de ambos terminales (Figura 1), además de las 
regiones no codificantes del vARN PB2 (Figura 1). Las cifras de VLPs y las eficiencias de incorporación de los 
vARNs de test fueron determinadas como se describe más arriba.  15 

Con PB2(300)GFP(300), que contiene 300 nucleótidos correspondientes a las regiones codificantes 5' y 3' del vARN 
PB2, se detectaron aproximadamente 2,8 X 10

6
 VLPs por ml. La eliminación gradual de las secuencias codificantes 

en el extremo 3' del vARN (al que se hace referencia como la región codificante 3') tuvo unos efectos solo 
moderados sobre la eficiencia de producción de VLP; PB2(0)GFP(120), que carece de la región codificante entera 
del extremo 3', dio aproximadamente 1 X 10

6
 VLPs/ml. Pero la supresión de las secuencias codificantes en el 20 

extremo 5' del vARN (denominado la región codificante 5') [PB2(120)GFP(0)], redujo la producción de VLP en un 
98% de la de PB2(300)GFP(300) y dio un número de VLPs comparable al obtenido en ausencia del PB2vARN 
[PB2(-)]. Este resultado sugiere que las secuencias en la región codificante 5' del vARN PB2 son críticas para la 
eficiente generación de viriones infecciosos. Posteriores análisis revelaron que 30 nucleótidos de la región 
codificante  5' son críticos para este fin [comparar las cifras de VLPs para PB2(120)GFP(0) y PB2(120)GFP(30)]. 25 

Respecto a las eficiencias de incorporación de vARN a virión, PB2(300)GFP(300), un 54,7% de las VLPs contenía 
vARN de test PB2(300)GFP(300), indicando que los 300 nucleótidos terminales en ambos extremos son suficientes 
para la incorporación a viriones. Para alcanzar las eficiencias de incorporación observadas en segmentos de tipo 
salvaje, es probable que se requirieran secuencias codificantes PB2 internas. La supresión gradual de nucleótidos 
en la región codificante 3' del vARN PB2 tuvo solamente unos efectos moderados siempre que se conservaran 30 o 30 
más nucleótidos; no obstante, la supresión de esos 30 nucleótidos restantes redujo la eficiencia en la incorporación 
a viriones a un 29,5% para PB2(0)GFP(120), demostrando que esta región es importante para la incorporación 
eficiente del vARN PB2 a viriones. Para vARNs PB2 que carecen de una secuencia de envoltura funcional en la 
región codificante 3', secuencias en la región codificante 5' contribuyen a la incorporación a viriones, como ilustra la 
incapacidad del vARN de test PB2(0)GFP(0) para ser incorporado. 35 

Las supresiones solo en la región de codificación 5', por el contrario, no tuvieron ningún efecto en las eficiencias de 
incorporación, como lo demuestra una tasa de incorporación del 75,7% para PB2(120)GFP(0). Así, mientras el uso 
de este vARN de test produjo un número muy bajo de VLPs infecciosas, el vARN de test fue incorporado 
eficientemente a esas partículas. Este resultado sugiere que las secuencias en el vARN PB2 están implicadas en 
dos procesos biológicamente distintos: formación eficiente de viriones infecciosos (una función que radica en la 40 
región codificante 5') e incorporación eficiente de ARN a partículas (una función que radica básicamente en la región 
codificante 3'). 

La diferencia en eficiencias de envoltura podría reflejar diferencias en niveles de transcripción de los vARNs de test 
en células 293T. Para excluir esta posibilidad, los niveles de PB2(0)GFP(0) y PB2(120)GFP(120) en células 293T 
transfectadas con plásmidos fueron examinados utilizando PCR en tiempo real. La cantidad de vARN PB2(0)GFP(0) 45 
fue del 52% de la de PB2(120)GFP(120); no obstante, es improbable que esta diferencia explique la reducción del 
99% en la generación de VLP, y la aniquilación de incorporación a virión del vARN. 

El vARN PB2 es más crítico para la generación eficiente de virión infeccioso que el vARN PB1 o PA. Así, puede 
existir una jerarquía en la que el vARN PB2 es crítico para la eficiente incorporación a viriones de otros vARNs, 
mientras que la omisión de otros segmentos es en cierta medida tolerable.  50 

La omisión del vARN PB2 dio como resultado una reducción de aproximadamente 30 veces en la producción de 
VLP, mientras que la omisión de otros segmentos de vARN produjo unas reducciones de 1,4- a 5,1 veces. Estos 
resultados proporcionaron nuevas pruebas de la existencia de una jerarquía entre los segmentos de vARN respecto 
a la importancia de los vARNs individuales para la incorporación de los otros segmentos de vARN.  

Ejemplo II 55 

La expresión estable de un gen extraño en un virus de la gripe incompetente para la replicación permite el 
seguimiento efectivo del virus manipulado. En busca de un virus biológicamente contenido con expresión de gen 
extraño, con amplias aplicaciones en el campo de la virología, se seleccionó una subunidad de polimerasa viral de la 
gripe que forma parte la ARN polimerasa dependiente de ARN viral trimérico, que es esencial para la replicación del 
virus. Las secuencias de codificación parciales de los extremos 3' y 5' del ARN (vARN) viral PB2 confieren su más 60 
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critica función en la generación eficiente de viriones infecciosos respecto a los otros vARNs en la jerarquía vARN 
(Ejemplo I y Muramoto et al., 2006). Este resultado sugiere que un virus de la gripe PB2-knock out (PB2-KO) que 
alberga un gen reporter flanqueado por las secuencias codificantes y no codificantes del vARN PB2 se replicaría 
solamente en células con expresión de PB2, mientras expresan establemente el gen reporter.  

Se estableció una línea celular que expresa establemente la proteína PB2, y se utilizó para caracterizar un virus 5 
PB2-KO que posee el gen GFP. También se investigó el potencial para que varios genes de HA y NA derivados de 
varias cepas de virus, así como otros genes reporter, fueran acomodados por el virus PB2-KO. Además, se empleó 
el virus PB2-KO como plataforma para cribar anticuerpos neutralizantes contra los virus pandémicos 2009.  

Métodos 

Células. Células 293T de riñón embriónico humano (un derivado de la línea 293 en la que se insertó el gen para el 10 
antígeno del virus de simio 40 T (DuBridge et al., 1987)) fueron mantenidos en medio Eagle modificado de Dulbecco 
(Lonza), suplementado con suero de ternero fetal al 10% (Invitrogen). Células de riñón canino Madin-Darby (MDCK) 
fueron mantenidas en medio esencial mínimo (MEM; Invitrogen) suplementado con suero de ternero recién nacido al 
5% (NCS; Sigma, St. Louis, MO). Células AX4, derivadas de células MDCK y transfectadas con el cADN de 2,6-
sialiltransferasa humana (Hatakeyama et al., 2005), fueron mantenidas en 5% NCS/MEM + puromicina (2 μg/ml). 15 
Células AX4/PB2 (células AX4 que expresan establemente la proteína PB2 derivada de A/Puerto Rico/8/34 (H1N1, 
PR8), establecidas por transducción con un vector retroviral, (ver la sección de Resultados) fueron mantenidas en 

5% NCS/MEM + puromicina (2 g/ml) + blasticidina (10 g/ml). Todas las células fueron mantenidas a 37°C en 5% 
CO2. 

Genética inversa y propagación del virus. Se realizó genética inversa con plásmidos que contenían los cADNs de los 20 
genes virales PR8 entre el promotor de ARN polimerasa 1 humana y el terminador de ARN polimerasa 1 de ratón 
(denominados plásmidos Poll) y plásmidos de expresión de proteína eucariota (NP, PA, PB1, y PB2) bajo el control 
del promotor de β-actina de pollo (Niwa et al., 1991), como se describe en Neumann et al. (1999). Brevemente, el 
virus PR8 de tipo salvaje fue diseñado utilizando las ocho estructuras de tipo salvaje producidas previamente, 
derivadas de PR8 (Horimoto et al., 2007); mientras que el PB2-KO mutante estaba compuesto por 25 
pPollPB2(120)GFP(120) (Figura 3A) (Muramoto et al., 2006) y los restantes siete plásmidos segmentales Poll. El 
plásmido pPollPB2(120)GFP(120) contiene la región no codificante 3’PB2 derivada de A/WSN/33 (H1N1, WSN), 120 
nucleótidos que corresponden a la secuencia codificante PB2 en el extremo 3' del vARN, seguida de la secuencia 
codificante GFP, 120 nucleótidos que corresponden a la secuencia codificante PB2 en el extremo 5' del vARN, y 
finalmente la región no codificante PB2 5’(Muramoto et al., 2006). Del mismo modo, se formaron 30 
pPollPB2(120)Fluc(120) y pPollPB2(120)Rluc(120) para generar virus PB2-KO con genes de luciferasa de luciérnaga 
(Flue) o luciferasa Renilla (Rluc), respectivamente. Se mezclaron ocho plásmidos Poll y plásmidos de expresión 
proteica con el reactivo de transfección TranslT-293 (Mirus), se incubaron a temperatura ambiente durante 15 
minutos, y se añadieron a células 106 2 93T cultivadas en Opti-MEM 1 (Invitrogen). A las cuarenta y ocho horas post 
transfección, se recogió el sobrenadante conteniendo virus PR8 o PB2-KO de tipo salvaje y propagado en huevos de 35 
gallina embrionados de 10 días, o células AX4/PB2, respectivamente. Se generó también CA04 de tipo salvaje 
utilizando genética inversa, como se describe en Yamada et al. (2010), y propagado en células MDCK. Los virus 
propagados fueron titulados utilizando ensayos de placa en células MDCK para determinar las unidades formadoras 
de placa (PFU) de virus. 

Tinción por inmunofluorescencia de la proteína PB2. Células confluentes AX4 y AX4/PB2 sembradas en platillos con 40 
fondo de cristal de 35 mm (Asahi Techno Glass) fueron fijadas en solución salina tamponada con fosfato (PBS) 
conteniendo 4% paraformaldehído (Wako Pure Chemical Industries Ltd) y permeabilizadas con 0,1% Triton X-100. 
Las células fueron incubadas con un clon de anticuerpo anti-PB2 18/1 (Hatta et al., 2000) e incubadas 
posteriormente con un anticuerpo secundario anti ratón marcado Alexa Fluor 594 (Invitrogen) en Hoescht 33342 
(Invitrogen). Las muestras se observaron con un microscopio láser confocal (LSM510META; Carl Zeiss). 45 

PCR de transcripción inversa (RT-PCR). Para detectar mARN PB2 en células AX4/PB2, se extrajo el ARN total 
utilizando un kit de extracción RNeasy ARN (Qiagen Sciences). Se aislaron ARNs virales de viriones utilizando un 
mini kit de ARN viral QIAmp (Qiagen Sciences). Se realizó transcripción inversa y síntesis de cADN utilizando 
cebador oligo(dT) y transcriptasa inversa Superscript III (Invitrogen). Muestras RT-menos se prepararon como 
controles negativos. El cADN sintetizado fue amplificado usando PCR con PCR polimerasa Phusion (Finnzymes) y 50 
cebadores específicos de PB2. Las secuencias de cebador son como sigue: cebador directo, 
ATGGAAAGAATAAAAGAACTACGA (SEQ ID NO:9), y cebador reverso GCCACAATTATTGCTTCGGC (ID 
SEC.Nº:16). 

Cinética del crecimiento y titulación viral. Para determinar las tasas de crecimiento viral, se infectaron pocillos 
triplicados de células confluentes AX4 o AX4/PB2 con una multiplicidad de infección (MOI) de 0,001. Tras 1 hora de 55 
adsorción viral, se lavaron las células en MEM conteniendo 0,3% BSA, cubierto con MEM conteniendo tripsina 

tratada con L-(tosilamida-2-fenil) etil clorometil cetona (TPCK) (0,5 g/ml). Se recogieron los sobrenadantes cada 12 
horas durante tres días y se ensayaron con respecto a los virus infecciosos en ensayos de placa en células 
AX4/PB2. 
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Inmunotinción. Para evaluar la estabilidad de la incorporación del gen reporter GFP en el virus PB2-KO, células 
AX4/PB2 fueron infectadas con varias diluciones de virus PB2-KO (sin diluir a 10

-10
). El sobrenadante del penúltimo 

pocillo en el que se observó un efecto citopático (CPE) fue recogido y diluido para posteriores infecciones. 
Sobrenadantes de cinco ciclos de pasos de virus fueron sometidos a ensayos de placa de virus estándar. Una vez 
se hubo contado el número de placas formadas, se retiró el agar, y los pocillos conteniendo placas fueron fijados con 5 
100% metanol durante 30 minutos. Los pocillos fueron lavados entonces con PBS e incubados con un anticuerpo 
anti GFP monoclonal (clon GFP-20; Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente durante 1 hora. Se realizó tinción 
inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo anti ratón biotinilado de acuerdo con las instrucciones del kit Vectastain 
Elite ABC (Vector Laboratories). Las placas GFP-positivas fueron visualizadas utilizando tabletas Sigma Fast 3,3'-
diaminobenzidina (Sigma), y el número de placas GFP-positivas fue calculado como porcentaje del número total de 10 
placas que se formaron en los pocillos respectivos.   

Tinción inmunofluorescente para proteína HA. Se generaron virus PB2-KO codificando GFP con vARNs HA y NA 
derivados de PR8, WSN, A/California/04/09 (CA04), o A/Vietnam/1203/04 (VN1203) utilizando la genética inversa, 
como se describe más arriba, y propagados en células AX4/PB2. Los múltiples residuos de aminoácidos básicos en 
el sitio de escisión VN1203 HA fueron sustituidos por una secuencia de escisión de tipo no virulento. Células 15 
confluentes AX4/PB2 fueron infectadas con estos virus a una MOI de 0,2-1. A las 16 horas post infección, las células 
se fijaron con un 4% de paraformaldehído en PBS y se permeabilizaron con 0,1% Triton X-100. Las células fueron 
incubadas entonces con anticuerpo HA anti-WSN (WS 3-54), un anticuerpo HA anti-CA04 (IT-096; eENZYME), y un 
anticuerpo HA anti-H5 (VN04-10; Rockland Immunochemicals Inc.) y luego incubadas nuevamente con un 
anticuerpo secundario anti ratón marcado Alexa Fluor 594. Las muestras fueron observadas con un microscopio de 20 
fluorescencia.  

Ensayo de luciferasa. Células infectadas con virus PB2-KO codificando gen Flue o Rluc fueron sujetas a un ensayo 
de luciferasa utilizando un sistema de ensayo reporter de luciferasa dual (Promega) a las 8 horas post infección, 
según las instrucciones del fabricante. Las actividades Flue y Rluc fueron medidas con un lector de microplaca 
Infinite M1000 (Tecan). 25 

Ensayo de microneutralización. Se recogieron sueros de dos hurones infectados con 10
6
 PFU de CA04 tipo salvaje 

tres semanas post infección y de dos hurones no infectados. Diluciones seriales dobles de suero de hurón tratado 
con enzima destructor de receptor (DENKA SEIKEN CO., LTD) se mezclaron con 100 PFU de CA04 de tipo salvaje 
o virus PB1-KO codificante de Rluc con vARNs HA y NA derivados de CA04 (CA04/PB2-Rluc). Tras incubación a 
37°C durante 1 hora, células AX4 o AX4/PB2 de tipo salvaje fueron inoculadas con las mezclas de suero de virus 30 
tipo salvaje o PB2-KO, respectivamente, en pocillos triplicados, e incubadas durante tres días o 24 horas para el 
virus tipo salvaje o virus PB2-KO, respectivamente. La actividad de neutralización de los sueros de hurón fue 
determinada en base al CPE observado bajo el microscopio o la actividad Rluc, medido utilizando el sistema de 
ensayo de luciferasa Renilla (Promega) para el virus tipo salvaje o los virus PB2-KO, respectivamente. 

Resultados 35 

Caracterización de los virus GFP PR8/PB2. Para establecer una línea celular que exprese establemente la proteína 
PB2, las células AX4, que son células de riñón canino Madin-Darby (MDCK) con sobreexpresión de 2,6-
sialiltransferasa humana, que permiten una mejor replicación de aislados de gripe clínicos comparado con células 
MDCK de tipo salvaje (Hatakeyama et al., 2005), fueron transducidas con un vector retroviral que tenía el cADN de 
la proteína A/Puerto Rico/8/34 (H1N1, PR8) PB2 seguido de una secuencia de sitio de entrada de ribosoma interno 40 
derivado del virus de la encefalomiocarditis y el gen de resistencia a blasticidina. Un clon de célula resistente a 
blasticidina fue designado como AX4/PB2. Para confirmar la expresión de mARN para la proteína PB2 en células 
AX4/PB2, se extrajeron ARNs totales de células AX4/PB2 y células AX4 de tipo salvaje y fueron sometidos a RT-
PCR con cebadores específicos PB2. mARN PB2 fue detectado en células AX4/PB2 pero no en células AX4 de tipo 
salvaje (Figura 3B). Para seguir validando la expresión de la proteína PB2 en células AX4/PB2, se realizó tinción por 45 
inmunofluorescencia de células AX4/PB2 utilizando un anticuerpo monoclonal específico PB2. Se detectaron 
señales fluorescentes en células AX4/PB2 y en algunas de las células AX4 transfectadas con plásmidos con 
expresión de proteína PB2 (que sirvieron como control positivo), mientras que no se detectó señal en células AX4 de 
tipo salvaje (Figura 3C). Estos resultados indican que las células AX4/PB2 expresan establemente la proteína PB2. 

Para investigar si las células con expresión PB2 son compatibles con la replicación del virus PB2-KO, se generó un 50 
virus PB2-KO con base PR8 conteniendo vARN PB2(120)GFP(120) (Figura 3A), designado como PR8/PB2-GFP 
(Tabla 1), y se utilizó para infectar células AX4/PB2 y células AX4 de tipo salvaje (Figura 3D). Aunque se detectó 
virus no infeccioso en células AX4 tipo salvaje, la replicación del virus PR8/PB2-GFP en células AX4/PB2 fue 
comparable a la de PR8 de tipo salvaje (Figura 3D). Estos resultados indican que la replicación del virus PB2-KO 
queda restringida a células con expresión PB2. 55 
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Tabla 1 

Virus Origen de: 

Gen HA  Gen NA  Gen PB2  Genes restantes 

PR8 tipo salvaje PR8 PR8 PR8  

PR8/PB2-GFP PR8 PR8 PB2(120)GFP(120)
II
  

PR8ΔPB2 PR8 PR8   

WSN/PB2-GFP WSN
†
 WSN PB2(120)GFP(120)  

CA04/PB2-GFP CA04
‡
 CA04 PB2(120)GFP(120) PR8 

VN1203/PB2-GFP VN1203
§
 VN1203 PB2(120)GFP(120)  

PR8/PB2-Rluc PR8 PR8 PB2(120)Rluc(120)
II
  

PR8/PB2-Fluc PR8 PR8 PB2(120)Fluc(120)
II
  

CA04/PB2-Rluc CA04 CA04 PB2(120)Rluc(120)  

 

PR8, A/Puerto Rico/8/34 (H1N1).  
†WSN, A/WSN/33 (H1N1).  
†CA04, A/California/04/09 (H1N1).  5 
§VN1203, A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Los múltiples residuos de aminoácidos básicos en el sitio de escisión HA 

(RERRRKKR↓G) fueron sustituidos por una secuencia de escisión de tipo no virulento (RETRG).  
II
PB2(120)GFP(120), PB2(120)Rluc(120), y PB2(120)Fluc(120). Genes GFP, de luciferasa de luciérnaga y de 

luciferasa Renilla, respectivamente, flanqueados por las secuencias no codificantes 3’ y 5’ y 120 bases de las 
secuencias codificantes 3’ y 5’ del gen PB2., no aplicable. 10 

La estabilidad del gen reporter en virus PB2-KO fue comprobada mediante el paso serial del virus PR8/PB2-GFP en 
células AX4/PB2. Se calcularon las placas con expresión GFP frente a las placas totales formadas para determinar 
el porcentaje de virus formadores de placa expresando el gen reporter GFP (Tabla 2); tras cinco pasos en serie, un 
80%-90% de los virus formadores de placa expresaron GFP. El virus PB2-KO no formó placas en células tipo salvaje 
incluso después de cinco pasos seriales en células AX4/PB2, indicando que es improbable la reversión del virus 15 
PB2-KO a un genotipo competente para replicación por recombinación entre el vARN PB2-GFP y ARN PB2 
expresado en la célula. Se realizó un intento de rescatar un virus deficiente génico PB2 con siete segmentos vARN 
(PR8APB2, Tabla 1); no obstante, no se observó efecto citopático (CPE) ni expresión de proteína NP en células 
AX4/PB2 o AX4 de tipo salvaje, inoculadas con el sobrenadante transfectante para PR8APB2 (datos que no se 
muestran). Estos resultados subrayan la importancia del vARN PB2 para la generación eficiente de viriones 20 
infecciosos (Muramoto et al., 2006). 

 

Tabla 2. Estabilidad génica del virus PB2-KO. 

   Proporción de placas GFP positivas del virus en:  

  Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5 

Exp. 1 100% 90% 90% 100% 80% 

Exp. 2 100% 100% 90% 100% 90% 

Exp. 3 100% 90% 90% 100% 90% 

*Los respectivos sobrenadantes virales fueron sometidos a ensayos de placa de virus estándar en células 
confluentes AX4/PB2. Se marcaron diez placas por pocillo, que fueron entonces sometidas al ensayo de 25 
inmunodetección utilizando un anticuerpo anti GFP para detectar placas virales con expresión GFP. Se presenta el 
porcentaje de placas que se tiñeron de color marrón. Se muestran los resultados de tres experimentos 
independientes (Exp.). 

Expresión funcional de distintos genes HA y NA en virus PB2-KO. Dos glicoproteínas de superficie en viriones de 
gripe A, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), son los principales antígenos protectores (Wright et al., 2007). En 30 
particular, la HA media la unión celular; por consiguiente, un anticuerpo contra HA es crucial para la neutralización 
viral. Se comprobó si las glicoproteínas relevantes de un virus PB2-KO basado en virus PR8 podían ser sustituidas 
por las de otras cepas virales. A este efecto, se generaron virus PB2-KO codificante de GFP sustituyendo vARNs 
PR8 HA y NA con los derivados de una cepa H1N1 A/WSN/33 (WSN/PB2-GFP) de laboratorio, una cepa pandémica  
2009 (H1N1) A/California/04/2009 (CA04/PB2-GFP), o una cepa altamente patógena H5N1 A/Vietnam/1203/2004 35 
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(VN1203/PB2-GFP) (Tabla 1). Se infectaron células AX4/PB2 con esos virus y se sometieron a un ensayo de 
inmunofluorescencia con varios anticuerpos monoclonales anti HA. En las células infectadas con virus GFP 
positivas, se detectó la expresión HA específica de cepa viral (Figura 4). Se confirmó por secuenciación que los 
vARNs NA correspondientes eran incorporados a viriones (datos no mostrados). Estos resultados indican que los 
genes HA y NA de otros virus de la gripe pueden ser también acomodados en el virus PB2-KO y por consiguiente 5 
ser expresados en células infectadas por virus.  

Expresión de genes reporter alternativos en virus PB2-KO. La actividad del gen reporter de luciferasa es fácilmente 
cuantificable y, por consiguiente, su incorporación a virus PB2-KO debería permitir medir la replicación viral en base 
a la actividad de luciferasa. Para comprobar esta posibilidad, se generaron virus  PB2-KO que tenían el gen de 
luciferasa de luciérnaga (PR8/PB2-Fluc) o Renilla (PR8/PB2-Rluc) en el vARN PB2 (Tabla 1). Células AX4/PB2 y 10 
AX4 de tipo salvaje fueron infectadas con esos virus con diversas multiplicidades de infección (MOIs) y sometidas a 
un ensayo de luciferasa a las 8 horas post infección. En células AX4/PB2 infectadas por virus, se detectaron las 
actividades Fluc y Rluc de forma dependiente a la dosis; virus infectados a una MOI de 0,1 y 0,001 fueron 
adecuados para detectar actividades Fluc y Rluc significativas, respectivamente (Figura 5A). Por el contrario, para 
detectar una intensidad GFP significativa en células infectadas por virus, tuvimos que infectar PR8/PB2-GFP a una  15 
MOI de 1 o superior (Figura 5B). Estos resultados indican que los genes Fluc y Rluc pueden ser acomodados en 
virus PB2-KO, y representan un indicador más cuantitativo para la replicación viral que el gen GFP. Células AX4 de 
tipo salvaje infectadas con PR8/PB2-Fluc y PR8/PB2-Rluc mostraron también actividades Fluc y Rluc detectables, 
respectivamente, a una MOI de más de 1 para PR8/PB2-Fluc o 0,01 para PR8/PB2-Rluc, aunque la actividad de 
ambos genes reporter fue más de 10 veces inferior que la detectada en células AX4/PB2 (Figura 5A). Dado que la 20 
proteína PB2 no era suministrada en trans a las células AX4 de tipo salvaje, la expresión de estos genes reporter 
sugiere que ribonucleoproteínas virales  (es decir, PB2, PB1, PA, y NP) derivados de virus entrantes median la 
transcripción del vARN PB2 de virus PB2-KO a un nivel significativamente alto en células AX4 de tipo salvaje.  

Microneutralización basada en virus PB2-KO. Los virus de la gripe con expresión de gen reporter, biológicamente 
contenidos, tienen el potencial para sustituir a los sistemas de evaluación de replicación viral convencionales, en 25 
parte debido a la capacidad para cuantificar el crecimiento vía ensayos de lector de placa. La actividad de 
neutralización de antisueros se determina típicamente utilizando ensayos de microneutralización convencionales 
(Itoh et al., 2009; Kobasa et al., 2004), que permiten la detección de anticuerpos neutralizantes basados en la 
presencia o ausencia de CPE inducido por infección viral o de antígenos virales, tal como se detecta utilizando un 
ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas. Para utilizar virus PB2-KO para detectar anticuerpos neutralizantes 30 
contra virus pandémicos 2009, se generó un virus PB2-KO con vARN PB2 codificando el gen Rluc y vARNs HA y Na 
derivados de  A/California/04/2009 (CA04/PB2-Rluc). CA04/PB2-Rluc (100 PFU) se mezcló con anticuerpos diluidos 
serialmente recogidos de hurones infectados con CA04 e incubados a 37°C durante 1 hora. Los sueros de hurones 
no infectados sirvieron como control negativo. Las mezclas de virus-sueros se utilizaron para inocular células 
AX4/PB2. A las 24 horas post infección se midió la actividad Rluc en células utilizando el sistema de ensayo de 35 
luciferasa Renilla (Promega). Para comparar la sensibilidad de detección, los mismos antisueros fueron también 
comprobados en cuanto a la actividad de neutralización utilizando un ensayo de microneutralización convencional 
basado en CPE con células CA04 tipo salvaje y células AX4 tipo salvaje. En el ensayo basado en virus PB2-KO, 
sueros de hurón diluidos 1:1280 y 1:640 provocaron una reducción significativa en la actividad Rluc en células 
infectadas por virus (Figura 6). Por el contrario, los títulos neutralizantes de los mismos sueros de hurón, 40 
determinados en el ensayo de microneutralización convencional, fueron 160 y 80 (datos que no se muestran). Los 
resultados indican que el virus PB2-KO acoplado con células con expresión PB2 ofrece un método de detección de 
anticuerpos neutralizantes que es más sensible que el ensayo de microneutralización convencional.   

Debate 

Aquí se demuestra que los virus de la gripe PB2-KO son incompetentes para replicación en células de tipo salvaje, 45 
pero pasan por múltiples ciclos de replicación en células con expresión de proteína PB2 (Figura 3D). Además, genes 
reporter flanqueados por las señales de envoltura de vARN PB2 se mantuvieron establemente en virus de progenie 
(Tabla 1) y se expresaron en células infectadas por virus (Figuras 4 y 5). También se confirmó que genes de HA y 
NA derivados de distintas cepas de virus fueron acomodados por virus PB2-KO (Figura 4). Estos resultados indican 
que los virus PB2-KO tienen un amplio potencial de uso en el campo de la virología de la gripe.  50 

Como aplicación práctica, se desarrolló un ensayo de microneutralización basado en virus PB2-KO, y se utilizó para 
detectar anticuerpos neutralizantes contra el virus pandémico 2009 (Figura 6). Este ensayo basado en virus PB2-KO 
demostró ser más sensible que el ensayo de microneutralización convencional en términos de detección de 
anticuerpos neutralizantes. El empleo de virus PB2-KO incompetentes para replicación como plataforma de cribado 
(Figuras 3C y 3D) puede permitir la detección de anticuerpos neutralizantes contra virus altamente patógenos, tales 55 
como las cepas H5N1 y 1918, que normalmente deben ser manipuladas en instalaciones BSL3 y bajo contención de 
bioseguridad de nivel 2, si bien se requerirá un nivel adicional de bioseguridad (ej., modificación de la secuencia de 
aminoácido del sitio de escisión HA). Kong et al. (2006) desarrollaron previamente un sistema de cribado de 
anticuerpos neutralizantes basado en lentivirus pseudotipados HA de la gripe, que también permite la detección de 
anticuerpos neutralizantes contra agentes de bioseguridad nivel 3. No obstante, estos lentivirus no expresan 60 
neuraminidasa viral de gripe, que junto con HA, tiene potencial para inducir anticuerpos neutralizantes (Nayak et al., 
2010); por consiguiente, el ensayo basado en virus PB2-KO debe reflejar con más precisión los títulos de 
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anticuerpos neutralizantes. Aunque las células que expresan establemente vARN de gripe codificando el gen 
reporter han demostrado también permitir la detección sensible de anticuerpos neutralizantes (Hossain et al., 2010; 
Li et al., 2009), se requieren virus infecciosos para estos ensayos basados en células recombinantes. 

Otra potencial aplicación del virus PB2-KO es su uso como nueva vacuna de la gripe, que creemos es factible por 
las siguientes razones. Primero, los virus PB2-KO generan elevados títulos (>10

8
 PFU/ml) en la línea celular 5 

AX4/PB2 (Figura 3D); segundo, el hecho de que puedan expresarse proteínas HA y NA  (Figura 4) demuestra que el 
virus PB2-KO puede adaptarse para codificar antígenos deseados; tercero, la transcripción de vARN que se produce 
en células infectadas con virus PB2-KO (Figura 5A) puede estimular inmunidad innata celular, produciendo ARN de 
cadena doble; y cuarto, el mantenimiento estable de un gen extraño insertado en el vARN PB2 (Tabla 2) puede 
servir como portador de un antígeno adicional, permitiendo la ingeniería de PB2-KO como una vacuna multivalente 10 
segura.  

Hasta la fecha, varios virus recombinantes de la gripe que carecen de una proteína viral particular han demostrado 
que se replican de forma comparable a los virus de tipo salvaje en cultivo celular, cuando la proteína faltante se 
suministra en trans. Virus de la gripe carentes de M2 se replican de forma eficiente en células con expresión de M2, 
y han demostrado potencial como vacuna viva atenuada (Watanabe et al., 2009). Una clara ventaja del virus PB2-15 
KO sobre su homólogo M2 es que el primero es incompetente para replicación en células normales, y por tanto más 
seguro. Además, no se sabe aún si un gen extraño codificado en la región codificante de proteína M2 puede ser 
incorporado en virus de progenie y expresado en células infectadas por virus.  

Martinez-Sobrido et al. (2010) desarrollaron un ensayo de cribado mejorado para la rápida detección de anticuerpos 
neutralizantes, utilizando virus de la gripe con el gen de GFP flanqueado por las señales de envoltura de vARN HA. 20 
Aunque este virus HA-KO pasó por múltiples ciclos de replicación solamente en células que expresaban la proteína 
HA, la estabilidad de los genes reporter en este virus HA-KO no fue comprobada en el estudio. De hecho, un virus 
vARN HA deficiente con siete segmentos vARN pasó por múltiples rondas de replicación en células MDCK con 
expresión HA (datos que no se muestran), en contraste con el virus PR8ΔPB2 deficiente vARN PB2 (ver más arriba), 
sugiriendo que el vARN HA codificante de gen reporter en virus HA-KO puede eliminarse fácilmente durante la 25 
replicación en células con expresión HA. Se ha utilizado también un virus competente para replicación que posee el 
gen de GFP en su vARN NA para detectar anticuerpos neutralizantes (Rimmelzwaan et al., 2011). Una sialidasa 
bacteriana en trans mejoró la replicación limitada de este virus NA-KO y permitió la recuperación de un título viral 
razonable; no obstante, la estabilidad del gen reporter del virus NA-KO sigue siendo incierta.   

Más recientemente, se han generado  virus de la gripe competentes para replicación con el gen de GFP utilizando 30 
genes de NS (Manicassamy et al., 2010) o NA (Li et al., 2010) recombinantes. Aunque estos virus tienen potencial 
como instrumentos de investigación, su replicabilidad provoca problemas de bioseguridad, que no preocupan con el 
virus PB2-KO. En general, el hecho de que el virus PB2-KO producido en este estudio exprese de forma estable un 
gen extraño y sea incompetente para la replicación lo hace ideal en términos de fiabilidad y bioseguridad.  

En conclusión, se generó un virus de la gripe expresando un gen extraño, biológicamente contenido, sustituyendo el 35 
gen PB2 viral por genes reporter. La replicación del virus fue limitada a células que expresaran la proteína PB2 en 
trans. El gen reporter fue heredado establemente por los virus de progenie durante la replicación en células con 
expresión PB2. Varios genes HA, NA y reporter fueron acomodados en el virus PB2-KO. Por consiguiente, este virus 
resulta prometedor en términos de sus numerosas aplicaciones en investigación básica y aplicada del virus de la 
gripe.  40 

Ejemplo III 

La proteína PB2 del virus de la gripe es un componente esencial de la subunidad trimérica de ARN polimerasa 
dependiente del ARN viral. La PB2 está implicada en la regulación de vías inmunes antivirales del huésped y por 
tanto de la virulencia, y tiene un importante papel en la incorporación de otros segmentos individuales de vARN 
(Muramoto et al., 2006). El ejemplo II describía un virus de la gripe PB2-knock-out (PB2-KO) que alberga genes 45 
reporter, tales como la proteína fluorescente verde (GFP) en la región codificante de su ARN viral PB2 (vARN). La 
replicación del virus PB2-KO fue restringida a solo una línea celular expresando establemente la proteína PB2, 
arrojando un elevado título de > 10

8
 PFU/ml. Además, durante la replicación vARN PB2 codificando el gen reporter 

fue incorporado establemente a viriones de progenie, y retenido mediante pasos secuenciales. También el vARN HA 
y NA del virus de la gripe pudo ser acomodado en el virus de PB2-KO, y expresarse en células infectadas por virus. 50 
Por consiguiente, el virus PB2-KO puede ser adaptado para codificar combinaciones deseadas de HA y NA que son 
los principales antígenos de la gripe, sugiriendo que el virus PB2-KO puede ser utilizado como una plataforma de 
vacuna multivalente. Aquí comprobamos el potencial de la vacuna del virus PB2-KO inmunizando a ratones, y 
examinando la respuesta de anticuerpos y la eficacia protectora en ratones.  

Materiales y métodos 55 

Células. Células de riñón embriónico humano 293 y 293T (un derivado de la línea 293 en la que se insertó el 
antígeno 40 T del gen de virus de simio (DuBridge et al., 1987) fueron mantenidas en medio Eagle modificado de 
Dulbecco (Lonza, Basilea, Suiza) suplementado con 10% de suero de ternero fetal (Invitrogen, Carlsbad, CA). 
Células de riñón canino Madin-Darby (MDCK) fueron mantenidas en medio esencial mínimo (MEM) (Invitrogen) 
suplementadas con 5% de suero de ternero recién nacido (NCS) (Sigma, St. Louis, MO). Células AX4, que son una 60 
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línea celular derivada de MDCK con expresión aumentada de receptores tipo humano para el virus de la gripe, y que 
fueron producidas por transfección estable de un plásmido expresando la α-2,6-sialiltransferasa humana 

(Hatakeyama et al., 2005), fueron mantenidas con un 5% de NCS-MEM, suplementado con puromicina (2 g/mL). 
Células AX4/PB2 (células AX4 expresando activamente la proteína PB2 derivada de A/Puerto Rico/8/34 [H1N1, 
PR8], estabilizadas por transducción con un vector retroviral (Ozawa et al., 2011) fueron mantenidas en 5% de NCS-5 

MEM , suplementado con puromicina (2 g/ml) y blasticidinia (10 g/ml). Todas las células fueron mantenidas en una 
incubadora humidificada a 37°C en 5% de CO2 . 

Genética inversa impulsada por plásmido. Los virus PR8 tipo salvaje y PB2-KO utilizados en este estudio fueron 
diseñados utilizando la genética inversa, como se describe previamente (Neumann et al., 1999). Para la expresión 
de ARN viral (vARN), los plásmidos contenían los cADNs clonados de genes PR8 entre el promotor de ARN 10 
polimerasa I humana y el terminador de ARN polimerasa I de ratón (denominados plásmidos PoII). Un plásmido 
[pPollPB2(120)GFP(120)] fue construido para sustituir al plásmido Poll que codifica el segmento PB2 y que contiene 
la región no codificante 3’ PB2 derivada de A/WSN/33(H1N1), 120 nucleótidos que corresponden a la secuencia 
codificante PN2 en el extremo 3’ del vARN, seguido por la secuencia codificante de GFP, 120 nucleótidos que 
corresponden a la secuencia codificante de PB2 en el extremo 5' del vARN, y finalmente la región no codificante PB2 15 
5’ (Muramoto et al., 2006). Para generar el virus PB2-KO, pPollPB2(120)GFP(120) y los restantes 7 plásmidos Poll 
fueron cotransfectados en células 293T junto con plásmidos de expresión de proteína eucariota para PB2, PB1, PA, 
y NP derivadas de A/WSN/33, utilizando el reactivo de transfección TransIT 293 (Mirus, Madison, Wl), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. A las 48 horas post transfección se recogieron los sobrenadantes conteniendo los virus 
PR8 o PB2-KO y se inocularon en huevos de gallina embrionados de 10 días o células AX4/PB2, respectivamente. 20 
Ambos virus fueron titulados utilizando un ensayo de placa con células AX4/PB2. 

Preparación de virus inactivados con formalina. Virus PR8 propagados en huevo fueron concentrados y purificados 
por ultracentrifugación del fluido alantoideo con un gradiente de densidad de sacarosa del 10% al 50%, y 
resuspendidos en solución salina tamponada con fosfato (PBS). Se añadió formalina (concentración final, 0,1%) 
para inactivar el virus PR8 purificado a 4°C durante 1 semana. La inactivación del virus fue confirmada pasando los 25 
virus dos veces en células MDCK y examinando el efecto citopático o la falta del mismo. 

Infección experimental de ratones con virus PB2-KO . Para comprobar la seguridad de los virus PB2-KO en ratones, 
seis ratones BALB/c hembra de 4 semanas fueron inoculados intranasalmente con 10

6
 PFU/ratón del virus. El peso 

corporal y la supervivencia de los ratones infectados fueron monitorizados diariamente durante 14 días tras la 
inoculación. También en los días 1, 3 y 6 post inoculación, se recogieron los pulmones y cornetes nasales de los 30 
ratones, se homogenizaron y se sometieron a ensayos de placa para detectar la presencia de virus.  

Inmunización y test de protección. Ratones BALB/c hembra de seis o cuatro semanas (3 ratones por grupo) fueron 

anestesiados con isoflurano e inoculados intranasalmente con 50 l de medio (MEM conteniendo 0,3% de fracción V 
de albúmina de suero bovino), virus PR8 inactivados con formalina (64 unidades de hemaglutinación, que equivale a 
10

6
 PFU del virus PB2-KO), o virus PB2-KO (106 PFU) una, dos o tres veces a intervalos de 2 semanas, 35 

respectivamente. Tres semanas después de la inoculación final, los ratones fueron expuestos intranasalmente a 0,5 
o 5 dosis letales al 50% por ratón (DLM50) de virus PR8. Los días 3 y 6 post infección, se recogieron los pulmones y 
cornetes nasales de los ratones (3 ratones por grupo), homogenizados en 1 ml de PBS utilizando TissueLyser II 
(Qiagen, Valencia, CA), y clarificados por centrifugación a baja velocidad (5000 rpm durante 10 minutos a 4°C). Los 
títulos virales en los homogenados fueron determinados utilizando ensayos de placa con células AX4/PB2. El peso 40 
corporal y la supervivencia de los restantes ratones expuestos (3 ratones por grupo) fueron monitorizados 
diariamente durante 14 días.  

Detección de anticuerpos específicos de virus. Se obtuvieron sueros de ratones (3 ratones por grupo) vía sangrado 
de vena mandibular antes de cada inmunización, y vía arteria femoral 1 día antes de la exposición. Se obtuvieron 
también muestras de fluidos de enjuagues nasales y lavados broncoalveolares (BAL) (3 ratones por grupo)1 día 45 
antes de la exposición de ratones sacrificados por dislocación cervical. Se practicaron incisiones para insertar una 
cánula en la tráquea. Los pulmones fueron entonces perfundidos con 1 ml de PBS utilizando una jeringa. El fluido de 
lavado fue recuperado y conservado en microtubos sobre hielo. El enjuague nasal fue recogido pasando 400 μl de 
PBS por la cavidad nasal. Se detectaron anticuerpos IgG e IgA en las muestras de sueros, enjuagues nasales y 
fluidos BAL utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) como se ha descrito previamente (Kida 50 
et al., 1982). Cada pocillo fue recubierto con PR8 purificado alterado con 0,05 M Tris-HCI (pH 7,8) conteniendo 0,5% 
de Triton X-100 y 0,6 M KCI. Tras la incubación de las placas recubiertas de virus con las muestras del test, se 
detectaron los anticuerpos IgA e IgG en las muestras utilizando anticuerpos IgA o IgG anti-ratón de cabra 
conjugados con peroxidasa de rábano (Kirkegaard& Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, MD). Los títulos de 
anticuerpos neutralizantes en sueros de ratones inmunizados fueron también evaluados como se ha descrito 55 
previamente (Iwatsuki-Horimoto et al., 2011). Brevemente, el virus (100 dosis de cultivo de tejido infeccioso al 50% 
[TCID50]) fue incubado con diluciones seriales (dos veces) con sueros tratados con enzima destructor de receptor 
durante 30 minutos a 33°C, y las mezclas fueron añadidas a células MDCK confluentes en microplacas de 96 
pocillos para determinar la actividad neutralizante.  

IFA para la detección de anticuerpos contra GFP. 293 células cultivadas en platillos con fondo de cristal de 35 mm 60 
(Asahi Techno Glass) fueron transfectadas con un plásmido expresando GFP e incubadas durante 48 horas antes 
del ensayo de inmunofluorescencia (IFA). Las células fueron fijadas en PBS conteniendo 4% de paraformaldehído 
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(Wako Pure Chemical Industries Ltd.) durante 15 minutos, e impermeabilizadas con Triton X-100 al 0,1% durante 5 
minutos. Fueron incubadas durante 1 hora con suero diluido 20 veces obtenido de ratones inmunizados “mock” con 
medio, o inmunizados con PR8 inactivado con formalina, o con el virus PB2-KO. Las células tratadas con anticuerpo 
anti GFP (clon GFP-20; Sigma-Aldrich) sirvieron como control positivo. Todas las células fueron entonces incubadas 
nuevamente durante 1 hora con un anticuerpo secundario anti ratón de cabra marcado Alexa Fluor 594 (Invitrogen) y 5 
Hoechst 33342 (Invitrogen) para la detección de anticuerpo de GFP y tinción nuclear, respectivamente. Las 
muestras fueron observadas con un microscopio láser confocal (LSM510META; Carl Zeiss, Jena, Alemania).  

Resultados  

Caracterización del virus PB2-KO en ratón. El virus PB2-KO fue incompetente para replicación en células  AX4, pero 
arrojó elevados títulos similares a los de PR8 en células AX4/PB2. Para determinar si el virus PB2-KO puede servir 10 
como una vacuna de la gripe, se evaluó su perfil de seguridad en ratones inoculando intranasalmente a cada ratón 

con el virus PB2-KO (10
6
 PFU en 50 l) y monitorizando el peso corporal durante 2 semanas. Los ratones 

alcanzaron de forma constante incrementos de crecimiento estables, y no parecieron afectados por infección por 
virus PB2-KO (datos que no se muestran). Se obtuvieron muestras de pulmón y cornetes nasales los días 1, 3 y 6 
post inoculación, se homogenizaron y fueron sometidas a ensayos de placa en células AX4/PB2 para evaluar el 15 
crecimiento del virus PB2-KO en ratones. No se detectaron placas de órganos de ratón infectados con el virus PB2-
KO, aunque se observó un elevado título viral (10

8
 PFU/g) en el tejido pulmonar del ratón infectado con 10

6
 PFU de 

virus PR8. Estos resultados indican que el virus PB2-KO no creció en ratones y que no se produjo reversión a un 
virus competente para replicación.  

Respuestas de anticuerpo específico de virus en ratones inoculados con el virus PB2-KO. El nivel de respuestas de 20 
anticuerpos provocado por el virus PB2-KO fue examinado en ratones que habían sido inoculados intranasalmente 
con el virus PB2-KO una vez, dos veces o tres veces a intervalos de 2 semanas. A efectos de comparación, se 
inmunizaron “mock” también ratones con medio, o con virus PR8 inactivado con formalina, con una dosis equivalente 
a 10

6
PFU del virus PB2-KO. Se recogieron virus en diversos tiempos para determinar la presencia de distintos 

niveles de anticuerpos a lo largo del tiempo. También, a las 3 semanas tras la inoculación final se examinaron los 25 
niveles de anticuerpos de IgG e IgA contra PR8 en las muestras de sueros, lavados nasales y fluidos BAL utilizando 
un ELISA (Figura 8). En ninguna muestra se apreció respuesta de IgG ni de IgA en ratones inoculados con medio. 
Por el contrario, los ratones inmunizados con el virus PR8 inactivado con formalina y el PB2-KO presentaron un 
incremento dependiente del tiempo en los niveles séricos de IgG e IgA. Tras tres inmunizaciones, se detectaron 
niveles de anticuerpos similares en ratones inmunizados con virus inactivados y virus PB2-KO. Resultó interesante 30 
que, cuando los ratones eran inmunizados una o dos veces, se observaban títulos séricos de IgG o IgA 
significativamente superiores, respectivamente, en ratones inmunizados con virus  PB2-KO que en ratones 
inmunizados con el virus inactivado con formalina (Figura 8, panel superior). En los lavados nasales de ratones 
inoculados con virus PB2-KO dos veces y en fluidos BAL de ratones inoculados una y dos veces, los niveles de IgG 
e IgA fueron significativamente superiores que los de ratones inoculados con el virus inactivado con formalina 35 
(Figura 8, paneles medio e inferior, respectivamente). Por tanto, el virus PB2-KO indujo eficientemente respuestas 
de anticuerpo de IgG e IgA en este modelo murino. Sueros obtenidos de ratones inmunizados “mock” con medio no 
presentaron anticuerpos neutralizantes, mientras que los de ratones tratados con PB2-KO tuvieron títulos de 
anticuerpo neutralizante de 1:16, que fue aproximadamente dos veces superior que los de ratones tratados con virus 
inactivados (datos que no se muestran). No se detectaron actividades neutralizantes en ninguna muestra de 40 
enjuague nasal o fluido BAL (datos que no se muestran). 

Eficacia de la vacuna del virus PB2-KO. Para evaluar la eficacia como vacuna del virus PB2-KO, se expuso a 
ratones a 0,5 o 5 DLM50 de virus PR8. La anterior dosis de exposición fue comprobada para simular infecciones 
naturales, en las que los individuos son habitualmente infectados con una dosis de virus relativamente baja (sin duda 
una dosis no letal). 45 

(i) Cambios en peso corporal y supervivencia de los ratones inmunizados tras la exposición. Para evaluar la eficacia 
de vacuna del virus PB2-KO, se examinaron los cambios en el peso corporal y la supervivencia de ratones 
inmunizados con el virus PB2-KO tras ser expuestos al virus PR8. Los ratones inmunizados “mock” con medio y 
expuestos a 0,5 DLM50 de PR8 experimentaron una sustancial pérdida de peso corporal, que recuperaron 
posteriormente (Figura 7, paneles izquierdos). Por otra parte, todos los ratones inmunizados “mock” con medio y 50 
expuestos a 5 DLM50 de PR8 registraron una sustancial pérdida de peso corporal y murieron aproximadamente una 
semana después de la infección (Figura 2, paneles derechos). Los ratones inmunizados una vez con el virus 
inactivado con formalina o el virus PB2-KO experimentaron pérdida de peso (15%) después de cada dosis de 
exposición (Figura 7A). Es digno de mención que el 100% de los ratones inmunizados una vez con el virus PB2-KO 
sobrevivieron, mientras que uno de cada tres ratones inmunizados una vez con el virus inactivado con formalina 55 
murieron el día 8 post infección, tras haber sido expuestos a 5 DLM50 del virus PR8 (datos que no se muestran). 
Todos los ratones inmunizados dos y tres veces con los virus inactivados y PB2-KO sobrevivieron sin pérdida 
apreciable de peso corporal (Figuras 7B y C). 

(ii) Replicación viral en pulmones y cornetes nasales. Para evaluar la replicación viral en los pulmones y cornetes 
nasales de los ratones inmunizados con el virus PB2-KO, ambos órganos fueron recogidos los días 3 y 6 post 60 
exposición con el virus PR8. La Figura 9 muestra la extensión de la replicación viral en esos órganos. El virus PR8 
se replicó hasta un título superior en los pulmones y cornetes nasales de todos los ratones inmunizados “mock”. 
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Aunque la potencia de la vacuna PB2-KO fue similar a la de la vacuna inactivada con formalina en ratones 
inmunizados una vez, en ratones que recibieron dos o tres vacunaciones la vacuna PB2-KO fue más eficaz que la 
inactivada con formalina, con títulos virales en ambos órganos considerablemente menores en ratones inmunizados 
con la primera que en los inmunizados con la última. Tomados en conjunto, estos resultados indican que el virus 
PB2-KO tiene una mejor potencia como vacuna de la gripe que el virus inactivado con formalina. 5 

Detección de anticuerpos contra GFP en ratones inoculados con el virus PB2-KO. Finalmente, se determinó si el 
virus PB2-KO podía inducir anticuerpos contra GFP, porque el virus PB2-KO utilizado aquí tiene el gen GFP en su 
región codificante PB2, y GFP fue expresada en células de cultivo PB2-KO infectadas con virus (datos que no se 
muestran). La detección de un anticuerpo anti GFP en el suero de ratones inoculados con virus PB2-KO sugeriría el 
potencial de este sistema como plataforma para el desarrollo de una vacuna multivalente basada en el virus de la 10 
gripe. Por tanto, se recogió suero de ratones el día 3 post exposición y se ensayó en un IFA. No se detectó GFP en 
suero de ratones inmunizados “mock”, o en los de inmunizados con la vacuna inactivada (Figura 10); no obstante, en 
sueros de ratones inmunizados con el virus PB2-KO, así como un anticuerpo anti GFP comercial (que sirvió como 
control positivo), se detectó expresión de GFP. Estos resultados indican que se indujo un anticuerpo contra GFP en 
ratones inmunizados con el virus PB2-KO, sugiriendo la potencial aplicación del virus PB2-KO como vacuna 15 
multivalente.  

Debate 

Se demostró aquí que un virus PB2-KO incompetente para replicación provoca respuestas de anticuerpo protector 
específico de virus, y que este virus induce también anticuerpos contra la proteína reporter codificada en la región de 
codificación de su segmento PB2. En particular, la vacuna de PB2-KO protegió a los ratones contra una exposición 20 
letal con virus H1N1 PR8, sugiriendo el potencial de esta vacuna contra la infección de la gripe A. La capacidad de 
detectar anticuerpos contra GFP en sueros de ratones inoculados con virus PB2-KO sugirió que si el gen reporter, o 
en este caso GFP, debía ser sustituido por la región antigénica de otro patógeno, los ratones inoculados con el virus 
recombinante expresarían anticuerpos contra este patógeno secundario; sugiriendo a su vez su potencial como 
vacuna multivalente. Por consiguiente, el virus PB2-KO incompetente para replicación puede servir como plataforma 25 
para una vacuna contra la gripe, así como para una vacuna multivalente si la región codificante PB2 es sustituida por 
la porción antigénica de otro patógeno.  

Se ha informado de que vacunas inactivadas y vivas atenuadas incluyendo virus con gen knock-out, inmunizan con 
éxito a ratones contra infecciones de gripe letales. El virus M2-KO que carece de membrana trans y dominios de cola 
citoplásmicos se replica eficientemente en células con expresión M2, y demuestra potencial como vacuna viva 30 
atenuada (Watanabe et al., 2009). El HA-KO demostró también pasar por múltiples ciclos de replicación en células 
que expresan constitutivamente la proteína HA (Martinez-Sobrido et al., 2010); no obstante, parece que se requieren 
grandes cantidades de virus produciendo suficiente proteína HA en elevados títulos para conseguir eficacia 
protectora. La incorporación y mantenimiento estables del gen reporter no han sido estudiados en los sistemas M2-
KO o HA-KO. Previamente se demostró que partículas similares a virus (VLPs) incompetentes para replicación, 35 
provocan respuestas inmunes mucosales y sistémicas en un modelo murino. VLPs que carecen de NS2 protegen a 
los ratones contra varias dosis letales de virus de la gripe (Watanabe et al., 2002). No obstante, la ausencia de una 
línea celular que exprese constitutivamente NS2 impide la producción eficiente de suficientes VLPs para alcanzar 
eficacia protectora. 

En contraste con el M2-KO, HA-KO y/o VLPs descritos más arriba, el virus PB2-KO pudo ser preparado en una línea 40 
celular que expresaba PB2, produjo elevados títulos e incorporó y mantuvo establemente un gen de GFP durante la 
replicación viral (Ozawa et al., 2011). Estos datos establecen claramente la viabilidad de utilizar este sistema para la 
producción de una vacuna eficiente.  

La seguridad es de la máxima importancia en lo que se refiere al potencial uso de virus como vacunas. Actualmente, 
las vacunas de la gripe vivas atenuadas y la mayoría de las inactivadas son propagadas en huevos de gallina 45 
embrionados, aunque se han autorizado en Europa vacunas a base de células. Dado que un requisito previo para la 
propagación con éxito basada en huevo de una vacuna es la selección de variantes adaptadas a huevos de gallina 
embrionados en el momento de la implementación, el virus de la vacuna puede ser ligeramente distinto de los virus 
circulantes en términos de antigenicidad (Fulvini et al., 2011; Hardy et al., 1995; Robertson, 1993). Debido a la 
propensión de las proteínas del huevo en esas vacunas a provocar alergias, las vacunas inactivadas, administradas 50 
parenteralmente, producidas en huevo, van asociadas a reacciones adversas o anafilácticas en algunos individuos 
(Halperin etal., 2002). Una complicación añadida es el posible agotamiento de existencias de pollos en caso de un 
brote de pandemia de gripe aviar altamente patógena, que podría poner en peligro la producción en masa de 
vacunas (Hampson, 2008). 

Por el contrario, las alternativas basadas en células presentan varias ventajas sobre la propagación de la vacuna 55 
basada en huevo convencional. La capacidad de producción puede aumentar fácilmente en proporción con la 
demanda. Además, al contrario que en los virus cultivados en huevo, la antigenicidad de los virus cultivados en 
células coincide con la de los animales y humanos (Katz et al., 1990; Robertson et al., 1991). 

Se estableció una línea celular que expresa establemente virus PB2 y PB2-KO replicado eficientemente en esta 
línea celular (es decir, a un nivel comparable a la del virus tipo salvaje) (Ozawa et al., 2011). En células que no 60 
expresan PB2 en trans, el virus PB2-KO incompetente para replicación solo pasa por un único ciclo de replicación, y 
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no se formarán partículas infecciosas; así, el virus PB2-KO provoca una respuesta de anticuerpo protector sin 
permitir la replicación de virus infeccioso. Por consiguiente, una vacuna PB2-KO basada en células elimina varios 
obstáculos en la preparación y suministro de vacunas.  

Además, la eliminación del gen PB2 hace que el virus de la gripe PR8 sea incompetente para la replicación sin 
evidencia de recombinación entre el vARN PB2 recombinante y el mARN proteína PB2 incluso con múltiples ciclos 5 
de replicación.  

Una vacuna inactivada con formalina protegió eficientemente a ratones contra la exposición a dosis letales del virus 
PR8 provocando respuestas inmunes (Figuras 7-9). No obstante, aunque los resultados en términos de 
supervivencia y pérdida de peso corporal fueron similares en los ratones inmunizados con la vacuna inactivada con 
formalina, y los inmunizados con la vacuna PB2-KO (Figura 7), los títulos virales en los pulmones y cornetes nasales 10 
de los ratones inmunizados con la primera vacuna fueron superiores que los de los ratones inmunizados con la 
segunda (Figura 9). Estos resultados reflejan probablemente diferencias en los niveles de respuesta inmune (Figura 
8). También resulta plausible que fueran activadas respuestas de linfocito T citotóxico (CTL) por el virus PB2-KO, 
pero no por el virus inactivado con formalina, dado que se considera que antígenos inactivados no inducen 
respuestas CTL, aunque en este estudio no se examinaron dichas respuestas.   15 

Por definición, una vacuna multivalente o polivalente se refiere a una vacuna diseñada para provocar una respuesta 
inmune a uno o más agentes infecciosos, o a varios determinantes antigénicos distintos de un único agente. Basado 
en el hecho de que otros genes reporter y los genes HA y NA de distintas cepas de virus pueden ser acomodados 
por el virus PB2-KO, resulta viable el diseño y producción de una vacuna multivalente. Como resultado, es 
concebible que la vacuna PB2-KO pueda proporcionar protección contra distintas cepas antigénicas de gripe, o 20 
subtipos de gripe y/o otros patógenos. Una ventaja adicional es la posibilidad de administración mucosal de la 
vacuna, evitando el empleo de agujas para la inyección subcutánea de la vacuna, etc.  

En conclusión, dado que el virus PB2-KO provocó respuestas inmunes efectivas, indujo anticuerpos contra el 
producto de un gen reporter codificado en su segmento PB2, se propaga fácilmente y puede ser administrado con 
seguridad como vacuna, el virus PB2-KO constituye un candidato para vacuna creíble, seguro y eficaz. 25 

Ejemplo IV 

El Streptococcus pneumoniae es un patógeno respiratorio que causa infección bacteriana secundaria tras la 
infección por virus de la gripe, que va asociada a elevada mortalidad en ancianos. Virus paragripales, como el virus 
sincitial respiratorio y el virus paragripal tipo 1 humano, son patógenos respiratorios que causan manifestaciones 
graves en niños. Actualmente no hay vacunas disponibles para los virus paragripales. El virus PB2-KO pudo ser 30 
utilizado como vacuna multivalente porque se indujo un anticuerpo contra el producto de gen reporter (en este caso 
GFP) codificado en la región codificante del segmento PB2, en lugar de PB2 auténtico (Figura 10). Si importantes 
antígenos de patógenos son codificados de modo similar en la región codificante del segmento PB2, el virus PB2-KO 
podría inducir respuestas inmunes contra esos antígenos, así como contra proteínas virales de la gripe, protegiendo 
por tanto a los niños y los ancianos contra esas graves enfermedades respiratorias.  35 

La Figura 11 muestra la expresión del antígeno PspA de Streptococcus pneumonia y virus de la gripe en células con 
PB2-KO-PspA, y la expresión del antígeno de virus de la gripe en células con PB2-KO-GFP. El PB2-KO-PspA ha 
mostrado una cinética de crecimiento similar a la del virus de la gripe tipo salvaje en células que expresan PB2 en 
trans, pero no puede expandirse en células que no expresan PB2 en trans (Figura 12). 

Los ratones infectados con PB2-KO-PspA o PB2-KO-GFP tienen IgG e IgA específica de la gripe en suero, BAL y 40 
lavados nasales (Figura 13), y los ratones infectados con PB2-KO-PspA, pero no con PB2-KO-GFP, tienen IgG 
específica de neumococo en suero (Figura 14), y en BAL y lavados nasales  (Figura 15). 

Los ratones inmunizados tres veces con PB2-KO-PspA sobrevivieron a la exposición al virus de la gripe  (Figura16) y 
Streptococcus pneumonia (Figura 19). Pudo detectarse virus de la gripe en los ratones control e inmunizados, en 
cornetes nasales y pulmón, el día 3 post exposición (Figura 17). Tras la exposición, la carga bacteriana se redujo en 45 
los ratones inmunizados PB2-KO-PspA, pero no en PB2-KO-GFP, (Figura 18). 
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Mientras en la anterior especificación, se ha descrito esta invención en relación con determinadas realizaciones 
preferidas de la misma, y se han dado muchos detalles a efectos de ilustración, resultará evidente para los expertos 5 
en el campo que la invención es susceptible de realizaciones adicionales, y que algunos de los detalles dados aquí 
pueden variar considerablemente sin apartarse de los principios básicos de la invención.  
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<223> Un oligonucleótido sintético 
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<210> 3  
<211> 2341 
<212>ADN 
<213> Secuencia Artificial 5 
 
<220> 
<223> Un oligonucleótido sintético 
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<400> 3 

 

<210> 4  
<211> 1565 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Un oligonucleótido sintético 

<400> 4 10 
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<210> 5 
<211> 1027 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial  5 
 
<220> 
<223> Un oligonucleótido sintético 

<400> 5 

 10 

<210> 6 
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<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial  
 15 
<220> 
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<220> 
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<400> 7 

 10 

<210> 8 
<211> 1413 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial  
 15 
<220> 
<223> Un oligonucleótido sintético 
 

<400> 8 

 20 
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<211> 24  
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<213> Secuencia Artificial  5 
 
<220> 
<223> Un oligonucleótido sintético  
 
<400> 9 10 

 

<210> 10  
<211> 2341 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial  15 
 
<220> 
<223> Un oligonucleótido sintético 
 
<400> 10 20 
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<211> 2341 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial  5 
 
<220> 
<223> Un oligonucleótido sintético 
 

<400> 11 10 
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<210> 12  

<211> 2233  

<212> ADN 

<213>Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> Un oligonucleótido sintético 

<400> 12 

 

<210> 13 10 
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<213>Secuencia Artificial 

<220>  
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<223> Un oligonucleótido sintético 

<400> 13 

 

<210> 14  5 

<211> 1027  

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 <220> 

<223> Un oligonucleótido sintético 10 

<400> 14 

 

<210> 15  
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<211> 890  
<212> ADN 
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<220> 

<223> Un oligonucleótido sintético  5 

<400> 15 

 

 

<210> 16  
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<212>  ADN 

<213> Secuencia Artificial  

<220> 

<223> Un oligonucleótido sintético 

 15 
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REIVINDICACIONES 

1. Una vacuna comprendiendo una cantidad efectiva de un virus de la gripe aislado biológicamente contenido, 
comprendiendo: i) 8 segmentos génicos distintos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral 
PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA, un 
segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y M2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2), ii) 8 5 
segmentos génicos virales distintos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un 
segmento génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA (NA y NB), un 
segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y BM2) y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2), o iii) 
7 segmentos génicos distintos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un segmento 
génico viral PB2 mutante, un segmento génico viral HEF, un segmento génico viral NP, un segmento génico viral M 10 
(M1 y CM2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2); 

donde el segmento génico viral PB2 mutante incluye secuencias de incorporación no codificantes y codificantes 
virales PB2 5’ y 3’ flanqueando una secuencia de nucleótidos heteróloga, y no incluye secuencias contiguas 
correspondiendo a secuencias codificando un PB2 funcional,  

donde la secuencia de nucleótidos heteróloga es un gen que codifica una proteína antigénica heteróloga.  15 

2. Un virus de la gripe aislado contenido biológicamente para su uso en terapia, comprendiendo: i) 8 distintos 
segmentos génicos, incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un segmento génico 
viral PB2 mutante, un segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA, un segmento génico viral NP, un 
segmento génico viral M (M1 y M2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2), ii) 8 distintos segmentos génicos 
incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un 20 
segmento génico viral HA, un segmento génico viral NA (NA y NB), un segmento génico viral NP, un segmento 
génico viral M (M1 y BM2), y un segmento génico viral NS (NS1 y NS2), o iii) 7 distintos segmentos génicos, 
incluyendo un segmento génico viral PA, un segmento génico viral PB1, un segmento génico viral PB2 mutante, un 
segmento génico viral HEF, un segmento génico viral NP, un segmento génico viral M (M1 y CM2), y un segmento 
génico viral NS (NS1 y NS2); 25 

donde el segmento génico viral PB2 mutante incluye secuencias de incorporación no codificantes y codificantes 
virales PB2 5' y 3', flanqueando una secuencia de nucleótidos heteróloga, y no incluye secuencias contiguas 
correspondiendo a secuencias que codifican un PB2 funcional, 

donde la secuencia de nucleótidos heteróloga es un gen que codifica a una proteína antigénica heteróloga para la 
mencionada terapia.  30 

3. El virus de la reivindicación 2 donde la secuencia de nucleótidos heteróloga comprende secuencias de una 
glicoproteína.  

4. La vacuna 1 de la reivindicación 1 donde la secuencia de nucleótidos heteróloga comprende secuencias de una 
glicoproteína.  

5. La vacuna de la reivindicación 1 donde el virus recombinante comprende un segmento génico HA para virus de la 35 
gripe A HA, donde el HA es opcionalmente H1, H2, H3, H5, H7, o H9 HA, y también opcionalmente donde la HA en 
el virus recombinante es modificada en el punto de escisión HA.  

6. La vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, comprendiendo además un virus de la gripe distinto y 
opcionalmente dos virus de la gripe diferentes.  

7. La vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 para su uso en un método de inmunización de un 40 
vertebrado, opcionalmente un ave o un mamífero, particularmente un humano.  

8. Una células huésped comprendiendo un vector expresando un virus de la gripe como se define en la 
reivindicación 2, donde el virus es virus de la gripe PB2 cuyo vector está integrado establemente en el genoma de la 
célula huésped, y opcionalmente comprendiendo además uno o más vectores que incluyen cassettes de 
transcripción para la producción de vARN, y cassettes de transcripción para la producción de mARN,  45 

donde las cassettes de transcripción para la producción de vARN son cassettes de transcripción comprendiendo un 
promotor PolI unido funcionalmente a un ADN PA de virus de la gripe, en una orientación para la producción de 
vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, una cassette de transcripción comprendiendo un 
promotor PoII unido funcionalmente a un ADN PB1 de virus de la gripe en una orientación para la producción de 
vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, una cassette de transcripción comprendiendo un 50 
promotor PoII unido funcionalmente a un ADN PB2 de virus de la gripe mutante en una orientación para la 
producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción, una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN HA de virus de la gripe en una orientación para la 
producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN NA de virus de la gripe en una orientación para la 55 
producción de vARN unido a una secuencia de terminación transcripción PoII, una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor Poll unido funcionalmente a un ADN NP de virus de la gripe en una orientación para la 
producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, una cassette de transcripción 
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comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN M de virus de la gripe en una orientación para la 
producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, y una cassette de transcripción 
comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN NS (NS1 y NS2) de virus de la gripe en una 
orientación para la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, donde el ADN 
PB2 mutante incluye secuencias de incorporación de PB2 viral no codificantes y codificantes 5' y 3' flanqueando una 5 
secuencia de nucleótidos heteróloga codificando la proteína heteróloga, proteína que opcionalmente induce una 
respuesta inmune profiláctica o terapéutica a un patógeno, y no incluye secuencias contiguas correspondiendo a 
secuencias que codifican un PB2 funcional; y  

donde las cassettes de transcripción para la producción de mARN son cassettes de transcripción comprendiendo 
una promotor PoIII unido funcionalmente a una región de codificación de ADN para virus de la gripe PA unidos a una 10 
secuencia de terminación de transcripción PoIII, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoIII 
unido funcionalmente a una región codificante de ADN para virus de la gripe PB1 unido a una secuencia de 
terminación de transcripción PoIII, y una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoIII unido 
funcionalmente a una región de codificación de ADN para virus de la gripe NP unido a una terminación de 
transcripción PoIII,  15 

donde la célula huésped no comprende secuencias correspondiendo a secuencias de codificación PB2 para la 
producción de vARN de un segmento génico PB2 tipo salvaje. 

9. La célula huésped de la reivindicación 8 es una célula 293, una célula 293T, una célula DF-1, una célula A549, 
una célula Vero o una célula MDCK.  

10. Un método para preparar un virus de la gripe contenido biológicamente para el uso de la reivindicación 2, cuyo 20 
virus es un virus de la gripe de 8 segmentos A o B, comprendiendo contactar a una célula huésped con uno o más 
vectores que incluyen cassettes de transcripción para la producción de vARN, y cassettes de transcripción para la 
producción de mARN, donde las cassettes de transcripción para la producción de vARN son cassettes de 
transcripción comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN PA de virus de la gripe en una 
orientación para la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, una cassette de 25 
transcripción comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN PB1 de un virus de la gripe en una 
orientación para la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, una cassette de 
transcripción comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN PB2 de virus de la gripe mutante en 
una orientaqción para la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, una 
cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN HA de un virus de la 30 
gripe en una orientación para la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, 
una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoII unido operativamente a un ADN NA de virus de la 
gripe en una orientación para la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, 
una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN NP de virus de la 
gripe en una orientación para la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, 35 
una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN M de virus de la 
gripe en una orientación con la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de transcripción PoII, y 
una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoII unido funcionalmente a un ADN NS (NS1 y NS2) de 
virus de la gripe en una orientación para la producción de vARN unido a una secuencia de terminación de 
transcripción PoII, donde el ADN PB2 mutante incluye secuencias de incorporación PB2 viral no codificantes y 40 
codificantes  5' y 3' flanqueando una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica la proteína heteróloga, cuya 
proteína induce opcionalmente una respuesta inmune profiláctica o terapéutica a un patógeno y no incluye 
secuencias contiguas correspondiendo a secuencias que codifican un PB2 funcional; y donde las cassettes de 
transcripción para la producción de mARN son cassettes de transcripción comprendiendo un promotor PoIII unido 
funcionalmente a una región codificante de ADN para virus de la gripe PA unido a una secuencia de terminación de 45 
transcripción PoIII, una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoIII unido funcionalmente a una 
región codificante de ADN para virus de la gripe PB1 unido a una secuencia de terminación de transcripción PolII, y 
una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PoIII unido funcionalmente a una región codificante de 
ADN para virus de la gripe NP unido a una secuencia de terminación de transcripción PolII, donde el genoma de 
célula huésped es aumentado establemente con una cassette de transcripción comprendiendo un promotor PolII 50 
unido funcionalmente a una región codificante de ADN para virus de la gripe PB2 unido a una secuencia de 
terminación de transcripción PoIII, y donde la célula huésped no comprende secuencias correspondiendo a 
secuencias codificantes PB2 para la producción de vARN de un segmento génico PB2 de tipo salvaje; y aislando el 
virus contenido biológicamente de la célula huésped. 

11. El método de la reivindicación 10 donde el virus biológicamente contenido es reordenante 6:2. 55 

12. El método de la reivindicación 10 donde la HA es una HA tipo A o una HA tipo B, y opcionalmente la HA tipo A es 
HA H1, H2, H3, H5, H7, o H9. 

13. El método de la reivindicación 10 donde cADN HA codifica a un punto de escisión avirulento.  

14. El método de la reivindicación 10 donde la HA y la NA son del mismo aislado de virus. 
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15. Un método para detectar anticuerpos neutralizantes para una cepa de virus de la gripe seleccionada en una 
muestra fisiológica de un vertebrado, comprendiendo: 

a) contactar la muestra, el virus de la reivindicación 2 que expresa HA y/o NA de la cepa seleccionada, y células 
susceptibles de infección por virus de la gripe; y  

b) detectar la presencia o cantidad del antígeno en las células, donde la ausencia del antígeno o una cantidad 5 
reducida del antígeno en la muestra en relación con una muestra control, indica un vertebrado que ha sido infectado 
por la cepa del virus de la gripe. 
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FIG. 4 
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