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DESCRIPCION
Vacuna contra el herpesvirus bovino

La presente invencion se refiere a genomas del herpesvirus bovino 4 mutante, a virus del herpesvirus bovino 4
mutante, a genomas de herpesvirus bovino 4 mutante y a virus que llevan una secuencia de ADN heter6logo, a células
transfectadas con genomas de herpesvirus Bovino 4 mutante, a células infectadas con virus del herpesvirus bovino 4
mutante y a vacunas transportadoras que comprenden dichos virus del herpesvirus bovino 4 mutante, a métodos para
la preparacién de dichos genomas de herpesvirus bovino 4 mutante y a dichos virus del herpesvirus bovino 4 mutante
y a kits de ensayo de diagndstico.

El Herpesvirus Bovino 4 (BoHV-4) es un miembro de la subfamilia Gammaherpesvirinae, género Rhadinovirus, que se
distribuye a nivel mundial, entre otros, por ejemplo, en rumiantes. Se han recuperado cepas aisladas de ganado, pero
también de bisonte americano y bufalo africano. También se han encontrado cepas aisladas en ovejas. Se refirieron
cepas aisladas esporadicas en leones, gatos y monos nocturnos.

El virus se ha aislado de animales sanos y enfermos. Sin embargo, aunque esporadicamente se ha referido un posible
papel para el BoHV-4 en la enfermedad respiratoria, la mayoria de las cepas aisladas del grupo BoHV-4 no inducen
enfermedad clinica tanto en ganado como en animales de laboratorio. Por lo tanto, el papel patdgeno de BoHV-4 sigue
sin aclararse.

Aunque el BoHV-4 es un miembro de la subfamilia Gammaherpesvirinae, se diferencia de otros miembros de esta
subfamilia en que, a diferencia de la mayoria de otros miembros de la subfamilia Gammaherpesvirinae, se replica en
varios cultivos primarios y lineas celulares de especies de bovinos y de diversas otras especies de animales.
Ademas, no hay pruebas de oncogenicidad o transformacién de crecimiento por BoHV-4.

Por otra parte, el BoHV-4, al igual que todos los herpesvirus, puede incorporar cantidades significativas de material
genético exdgeno.

Finalmente, como se ha mencionado en lineas anteriores, aparentemente el BoHV-4 no parece inducir enfermedad
clinica.

Estas caracteristicas hacen que el BoHV-4 sea atractivo para su uso como virus de vectores.

Dicho uso lo han sugerido, entre otros, Donofrio, G. ef al., (J. virol. Methods 101: 49-61 (2002), Donofrio, G. et al.,
(Microb. Infect. 8: 898-904 (2006)), Gillet, L. et al., (J. Gen. Virol. 86: 907-917(2005)).

Donofrio, G. et al., (Clinical and Vaccine Immunology 13: 1246-1254 (2006)) proporcionan un ejemplo reciente de dicho
uso. En este articulo, se describe como se utiliza el BoHV-4 para la expresion de la glucoproteina D del Herpesvirus
Bovino 1, un alfaherpesvirus que se sabe que es un patégeno principal en ganado, que causa pérdidas significativas
en todo el mundo. Se sabe que la infeccion con BoHV-1 causa rinotraqueitis bovina infecciosa, vulvovaginitis pustular
infecciosa, balanopostitis, aborto e infeccion sistémica generalizada. También se sabe que el BoHV-1 desempefia un
papel importante en el complejo de enfermedad respiratoria de bovinos, cominmente denominado fiebre de embarque.
Esta palabra es una de las primeras demostraciones del uso de BoHV-4 como un vector con fines de vacunacién y
proporciona una base firme para la vacunacién de ganado contra el BoHV-1 utilizando el BoHV-4 como un vector.

Sin embargo existe un serio inconveniente:

Al igual que todos los Herpesviridae, los gammaherpesvirus presentan dos fases distintas en su ciclo de vida; la
replicacién litica caracterizada por un programa de transcripcién en el que los genes temprano inmediato (IE,
immediate-early), temprano (E, early) y tardio (L, late) se expresan sucesivamente; y la latencia, caracterizada por el
mantenimiento del genoma virico como un episoma no integrado y la expresién de un nimero limitado de genes viricos
y micro ARN (Roizman y Pellett, 2007; Week et al, 1999; Sarid et al, 1998; Cai et al, 2005). Después de la reactivacion,
la latencia vuelve de nuevo a su replicacion litica y a la reexcrecion de particulas infecciosas por sujetos latentemente
infectados.

Por lo tanto, dado que el BoHV-4 tiene la propiedad de establecer latencia y reactivarse, hace que las cepas de tipo
silvestre sean inapropiadas para desarrollar vectores recombinantes inocuos. De hecho, a lo largo de su vida, los
animales infectados pueden reactivarse y contaminar a animales sin tratamiento previo.

Por lo tanto, desde un punto de vista vacunal, para utilizar el BoHV-4 como un vector, la latencia del virus se considera
que es una desventaja.

El gammaherpesvirus Herpesvirus humano 8 (HHV-8 también denominado KSHV por Herpesvirus asociado a sarcoma
de Kaposi) es el prototipo del género Rhadinovirus. Durante la latencia, el HHV-8 expresa tres fases de lectura abierta
(ORF, open reading frames) principales: ORF71, ORF72 y ORF73 (Sarid et al., 1998 y 1999). La ORF71 y la ORF72
codifican homologos viricos de FLIP celular (v-FLIP) (Thome et al, 1997) y la D ciclina (v-CYC) (Li et al, 1997),
respectivamente. La ORF71 y ORF72 se expresan junto con la ORF73 en un ARNm policistronico.

Los ortélogos de ORF73 codificados por diferentes Rhadinovirus se han estudiado ampliamente. Estos estudios
revelaron que el producto de expresion de ORF73 (pORF73) es una proteina multifuncional esencial para la latencia.
Las funciones multiples de la proteina se basan en diversos dominios moleculares (Renne et al, 2001; Fowler et al.,
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2003; Calderwood et al, 2005). EI mejor pPORF73 caracterizado es el Antigeno Nuclear 1 Asociado a Latencia (LANA-
1) del HHV-8. Se ha observado que LANA-1 se asocia con cromosomas mitéticos para permitir la adhesion del episoma
durante la division de células latentemente infectadas y su posterior division entre células hijas (Ballestas ef al, 1999;
Barbera et al, 2006; Ye et al, 2004). Este papel crucial en la latencia esta reforzado por la capacidad de LANA-1 para
modular rutas celulares implicadas en el crecimiento y la supervivencia celular, dirigiéndose a reguladores o co-
reguladores transcripcionales tales como p53, pRB, CBP y sin3A (Fribourg et al, 1999; Krithivas et al. al, 2000; Radkov
et al, 2000; Lim et al, 2001). Por otra parte, LANA-1 impide la reactivacién de la latencia regulando negativamente la
expresion de ORF50 que codifica al activador de replicacion y transcripcional (RTA, replication and transcriptional
activator) (Lan et al, 2004, 2005; Lu et al, 2006).

BoHV-4 se comporta diferente en muchos aspectos, como se ha resumido anteriormente, en comparacion con otros
herpesvirus, incluso dentro de la subfamilia Gammaherpesvirinae. No obstante, si en BoHV-4 existe algun ortélogo de
ORF73, entonces seria posible averiguar si dicho ortélogo de ORF73, si existe en BoHV-4, jugaria un papel
comparable en la latencia.

Sin embargo, el Unico gen de ortdlogo posible similar a ORF73, encontrado en BoHV-4, se consideré que era un
pseudogen, por las siguientes razones:

1) La regién ortéloga ORF73 de BoHV-4 es el sitio de recombinaciones multiples (Dewals B., et al., J. Gen. Virol.
87: 1509-1519 (2006)). Esto es una caracteristica de un pseudogen, pero ciertamente no un gen multifuncional
que es muy dependiente de la conservacién completa de su secuencia.

2) Las variaciones de la longitud del ortélogo ORF73 se observaron entre diversas cepas de BoHV-4. Por ejemplo,
se observd una corta duplicacién en la cepa M40. De nuevo, esto estd completamente en linea con las
caracteristicas de un pseudogen, pero es muy inusual para un gen funcional, y mucho menos multifuncional.

3) La ORF73 de HHV-8 codifica una proteina grande y multifuncional, que se ha observado que a) se asocia con
microsomas mitéticos para permitir la adhesién del episoma durante la divisién de células latentemente infectadas
y su posterior division entre células hijas, b) modula las rutas celulares implicadas en el crecimiento y la
supervivencia celular, dirigiéndose a reguladores o co-reguladores transcripcionales tales como p53, pRB, CBP y
sin3A, y c) impide la reactivacién de la latencia regulando negativamente la expresién de ORF50 que codifica al
activador de replicacién y transcripcional.

Dentro del género Rhadinovirus, el BoHV-4 parecia codificar con mucho al ortélogo ORF73 mas corto con un
tamafo equivalente a solo el 22 % de ORF73 de HHV-8 (LANA-1) (Fig. 1). La ORF73 de BoHV-4 consta solo de
253 aminoacidos. Unicamente los restos de aminoacido 138 N terminal y 102 C terminal presentan alguna
homologia con las regiones N y C terminales de LANA-1, respectivamente. Las otras regiones simplemente faltan.
En consecuencia, no era de esperar que el ortélogo ORF73 extremadamente reducido encontrado en BoHV-4, que
carece del 78 % de las estructuras esenciales de LANA-1, incluyendo el dominio rico en P, el dominio rico en D/E,
el domino rico en Q/E y la cremallera de L, pudiese actuar como una proteina multifuncional que tiene las
caracteristicas de LANA-1.

4) Por mucho, la mayoria de los otros ortélogos conocidos de ORF73 no son mucho mas pequefios en cuanto a
tamafo que LANA-1, o son incluso mas grandes. Solamente se ha descrito un ortélogo de ORF73 relativamente
pequefo: para el herpesvirus murino 68, se encontré un ortélogo de ORF73. Sin embargo, esta ORF73 aun es el
123 % del tamafio del ortélogo de BoHV-4, y lo mas sorprendente es que el porcentaje de identidad de aminoacidos
es practicamente insignificante: solo el 25 %.

Sorprendentemente se descubri6 ahora, que este supuesto pseudogen, por razones desconocidas desempefia un
papel que, con respecto a su funcién en cuanto a latencia, parece ser comparable al de la ORF73 en LANA-1. Ademas,
por razones de conveniencia, se hara referencia a este gen como un ortélogo de ORF73.

Ademas, sorprendentemente se descubrié que la delecion de la ORF73 de BoHV-4 no afectaba a la capacidad del
virus para replicarse in vitro, mientras que impide la infeccién latente in vivo. En su conjunto, los resultados de la
presente invencion muestran que a pesar de su tamarfo extremadamente pequerio y la ausencia notable de homologia
con cualquier ortdlogo de ORF73 conocido, la ORF73 de BoHV-4 es un homodlogo funcional de ortélogos de
Rhadinovirus mas grandes. La secuencia de la ORF73 de BoHV-4 esta disponible en el Genbank/EMBL/DDBJ con
los numeros de registro AY847342-AY847348.

Por tanto, uno de los méritos de la presente invencién es que proporciona un virus BoHV-4 a partir del cual se deleciona
el gen de ORF73, proporcionando de este modo un vector con todas las ventajas de los virus de vectores BoHV-4 sin
tener la desventaja de causar infeccion latente.

La presente invencion se refiere a un genoma de BoHV-4 mutante que tiene como una caracteristica que no codifica
una proteina ORF73 funcional.

Una proteina ORF73 funcional es una proteina que aln es capaz de causar latencia.

La presente invencion se refiere a un virus BoHV-4 mutante que no es capaz de crear una proteina ORF73 funcional.
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Preferentemente, el virus BoHV-4 mutante no es capaz de crear una proteina ORF73 funcional porque tiene una
mutacion en el gen ORF73.
Esto se refiere al virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion que tiene una caracteristica que tiene una
mutacién en el gen ORF73.

Una mutacién puede ser una insercién, una delecién o una mutacion por desplazamiento de fase de lectura. La forma
mas facil de crear una mutacion es mediante la insercion de un tramo de nucleétidos o mediante la delecion de una
parte de la region codificante de la ORF73 o de toda la region codificante de la ORF73.

Esto se refiere al virus BoHV-4 mutante en el que dicha mutacidon es una delecion o una insercion.

Se sabe que diversos genes desempefian una funcion en la virulencia de los herpesvirus en general, y también en el
BoHV-4. La delecion de genes que codifican dichos factores de virulencia mejora la seguridad del virus, porque se
comporta de un modo menos virulento que los virus de tipo silvestre. Por lo tanto, especialmente cuando se utiliza el
virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién como una vacuna o una vacuna transportadora, puede ser deseable
delecionar uno o mas de dichos factores de virulencia. Dichas deleciones son para los fines de esta patente que aqui
se definen como deleciones secundarias.

Esto se refiere al virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién que comprende una segunda delecion.

Las deleciones secundarias preferidas son deleciones en el gen ORF71 que codifica un v-FLIP, el gen ORF16 que
codifica un homdlogo de v-Bcl-2, el gen Bo10 que codifica la glucoproteina gp80 o el gen ORF21 que codifica la
timidina quinasa.

Por lo tanto, en una realizacién el virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién se refiere a dichos virus que
tienen una segunda delecién en el gen ORF71 que codifica un v-FLIP, el gen ORF16 que codifica un homélogo de v-
Bcl-2, el gen Bo10 que codifica la glucoproteina gp80 o el gen ORF21 que codifica la timidina quinasa.

Aunque el virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion puede utilizarse como tal para fines vacunales,
simplemente para impedir que animales susceptibles, tales como rumiantes de infeccién por BoHV-4, se utilicen mas
eficazmente como virus transportadores para secuencias de ADN heterologos. En ese caso, las caracteristicas
ventajosas del virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién se utilizarian completamente y, ademas, el virus,
obtendria, por ejemplo, propiedades inmunizantes o adyuvantes adicionales.

Por tanto, una realizacion adicional de la presente invencion se refiere a un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la
invencién, que comprende una secuencia de ADN heterélogo.

Preferentemente, dicha secuencia de ADN heterdlogo codifica una proteina inmunogénica de otro virus o
microorganismo que es patégeno a animales, tales como rumiantes, que son sensibles a infeccion causada por BoHV-
4. La ventaja de dicho virus BoHV-4 mutante seria que al administrar dicho virus a dichos animales, por ejemplo,
rumiantes, uno podria protegerse contra el BoHV-4 y contra esos otros virus o microorganismo patogenos. E incluso
si no hubiese ningun interés en obtener proteccién contra la infeccién por BoHV-4, dicho virus tendria todas las
ventajas de un virus transportador vivo muy seguro: seria una vacuna viva contra el BoHV-4 muy segura que al mismo
tiempo imitaria a una vacuna viva contra ese otro virus o microorganismo patdégeno (por ejemplo, rumiante).
Simplemente como ejemplo: un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién, seria una alternativa de
transportador de la glucoproteina gD de BoHV-1, muy atractiva en lugar de la cepa BoHV-4 como la utilizada por
Donofrio G., et al., en Clinical and Vaccine Immunology 13: 1246-1254, (2006).

Ademas, preferentemente, dicha secuencia de ADN heter6logo codifica una citocina. Las citocinas comprenden, entre
otros, interleucinas, interferones y factores de necrosis tumoral. Se sabe que diversas citocinas, por ejemplo
interferones, desempefian un papel importante como inmunomoduladores en mamiferos, por ejemplo, rumiantes. Por
tanto puede ser ventajoso incluir un gen que codifique este tipo de molécula en dicho virus.

Por tanto, una forma preferida de esta realizacion se refiere a un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion
que comprende una secuencia de ADN heterélogo que codifica una proteina inmunogénica de otro virus o
microorganismo patégeno a animales, por ejemplo rumiantes, que son sensibles a infeccién por BoHV-4, y/o una
citocina.

Los microorganismos y virus patdbgenos mas comunes y/o importantes (entre otros rumiantes) estan formados por el
grupo que consiste en Herpesvirus Bovino, virus de la Diarrea Virica Bovina, virus Paragripal de tipo 3, Paramixovirus
Bovino, virus de la fiebre aftosa, Pasteurella haemolytica, Virus Sincicial Respiratorio Bovino, especies de Theileria
sp., Babesia sp., Trypanosoma, Anaplasma sp., Neospora caninum, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Mycoplasma, E. coli, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter y Streptococcus dysgalactiae. Por lo tanto, una
forma mas preferida de esta realizacion se refiere a un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion en el que
ese virus o microorganismo se selecciona del grupo que consiste en Herpesvirus Bovino, virus de la Diarrea Virica
Bovina, virus Paragripal de tipo 3, Paramixovirus Bovino, virus de la fiebre aftosa, Pasteurella haemolytica, Virus
Sincicial Respiratorio Bovino, especies de Theileria sp., Babesia sp., Trypanosoma, Anaplasma sp., Neospora
caninum, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma, E. coli. Streptococcus dysgalactiae.

Como se ha dicho anteriormente, el virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion no es capaz de crear una
proteina ORF73 funcional. Esto puede, entre otros, obtenerse creando una insercion en el gen. Por lo tanto seria mas
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conveniente insertar la secuencia de ADN heterélogo directamente en el gen de ORF73. Esto evitaria la necesidad de
encontrar una localizacion adecuada en el genoma virico para introducir la secuencia de ADN heterélogo y al mismo
tiempo se crearia el gen que codifique la ORF73 no funcional.

Ademas, desde un punto de vista de la seguridad, es muy beneficioso insertar la secuencia de ADN heterélogo
directamente en la ORF73: si se produce una recombinacién entre una cepa de tipo silvestre y la vacuna, el
recombinante que adquiere la secuencia de ADN heterélogo también adquirira el defecto genético de la vacuna y por
tanto no podra persistir como un virus latente.

Por tanto, una forma mas preferida de esta realizacién se refiere a un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la
invencion, en el que la secuencia de ADN heterélogo se inserta en el gen de ORF73.

La secuencia de ADN heterélogo que codifica el antigeno o la citocina se coloca preferentemente bajo el control de
un promotor funcional. Un promotor funcional es un promotor que reconocen las células del rumiante.

En la técnica se conoce gran cantidad de promotores adecuados, que son reconocidos por su nivel de expresion muy
eficaz. Dichos promotores son, por ejemplo, el promotor gX del virus de la pseudorrabia, el promotor TK del virus de
la pseudorrabia, el promotor Tardio Principal de Adenovirus, la Repeticion Terminal Larga Retrovirica, los promotores
Temprano y Tardio del SV40, el promotor temprano inmediato de Citomegalovirus de Ratén (MCMVel), el promotor
temprano de Citomegalovirus de Raton (MCMVe1), el promotor temprano inmediato del Citomegalovirus Humano
(HCMVie1) y el promotor gE del BHV. Todos estos promotores se han descrito y se conocen en la técnica desde hace
muchos afios. Unicamente como ejemplo en Donofrio G., et al. se describe el uso del promotor-potenciador de
Citomegalovirus Humano para la expresion de gD de BoHV-1. (Donofrio G., et al., Clinical and Vaccine Immunology
13: 1246-1254, (2006)).

Como se ha indicado extensamente en lineas anteriores, el virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion es muy
adecuado como virus de vacunas o virus de vacunas transportadoras.

Por lo tanto, de nuevo otra realizacion de la presente invencion se refiere a vacunas para combatir la infeccién causada
por BoHV-4 en animales, tales como rumiantes, susceptibles al BoHV-4, comprendiendo dichas vacunas un genoma
BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién o un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser tan simple como agua o un tampoén. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable también puede comprender estabilizantes. También puede comprender un adyuvante,
0 puede ser en si mismo un adyuvante.

Cuando la vacuna se liofiliza puede conservarse con seguridad durante largos periodos de tiempo. Por lo tanto, la
vacuna de acuerdo con la invencion esta preferentemente en forma liofilizada.

Incluso otra realizacion se refiere a vacunas transportadoras de BoHV-4 mutante que comprenden un virus BoHV-4
de acuerdo con la invencion que comprende un ADN heteroélogo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

De nuevo otra realizacién de la invencion se refiere a un genoma de BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién o
un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién para su uso en una vacuna.

Incluso otra realizacion de la invencién se refiere al uso de un genoma de BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion
o de un virus de BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién para la preparacién de una vacuna para la proteccién
de animales susceptibles, tales como rumiantes, contra infeccién causada por BoHV-4.

Y de nuevo oftra realizacion de la invencion se refiere al uso de un genoma de BoHV-4 mutante de acuerdo con la
invencién o de un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién para la fabricacién de una vacuna transportadora
de BoHV-4.

Como se indica, entre otros, en los Ejemplos, es posible crear in vitro el genoma de BoHV-4 mutante necesario. Si
una célula se transfecta con este genoma, se produce la generacion de un virus descendiente. Por tanto, otra
realizacién de la presente invencion se refiere a una célula que comprende un genoma de BoHV-4 mutante de acuerdo
con la invencion.

El virus descendiente es en si mismo completamente infeccioso, y por lo tanto, ese virus descendiente puede
propagarse en células susceptibles, tales como, por ejemplo, células MDBK.

Por lo tanto, otra realizacién de la presente invencion se refiere a una célula que comprende un virus BoHV-4 mutante
de acuerdo con la invencién.

Para la administracién a animales, el virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la presente invencion puede administrarse,
entre otras vias, por via intranasal, intradérmica, subcutanea o intramuscular. Las vias y métodos de vacunacién
pueden ser iguales que las de otros virus BHV atenuados, mas especificamente vacunas contra el BoHV-4.
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La cantidad eficaz util que a administrar variara dependiendo de la edad, peso, modo de administracion y tipo de
patégeno contra el que se desea la vacunacion.

Para la mayoria de las aplicaciones, un intervalo de dosificacion muy adecuado es entre aproximadamente 103°.
1070 ufp/animal.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a métodos para la produccion de un genoma de BoHV-4 mutante
de acuerdo con la invencion o de un virus de BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion, en el que el método
comprende la etapa de mutar el gen de ORF73 de tal manera que ya no codifique una proteina ORF73 funcional.

Un efecto interesante del hecho de que el BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién pueda llevar un gen heterélogo,
es que puede utilizarse como una vacuna marcadora. Una vacuna marcadora permite discriminar entre virus de campo
y virus vacunales basandose en diferencias en paneles de anticuerpos suscitados contra virus BoHV-4 de tipo silvestre
y BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion cuando lleva un gen adicional.

El suero de animales infectados con una cepa de BoHV-4 mutante de acuerdo con la invenciéon que lleva un gen
heterologo reaccionara con proteinas de BoHV-4 inmunogénicas y con una proteina inmunogénica codificada por un
gen heterdlogo insertado en el BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion. Sin embargo, los sueros de mamiferos
infectados con una cepa de campo de BoHV-4 solamente reaccionaran con proteinas de BoHV-4inmunogénicas. Los
ensayos basados en proteinas purificadas codificadas por el gen heterélogo directamente muestran la presencia o
ausencia de anticuerpos contra la proteina codificada por el gen heterélogo. Por lo tanto, los virus BoHV-4 mutantes
de acuerdo con la presente invencion que llevan un gen heterélogo resultan ser vacunas marcadoras muy adecuadas,
es decir, vacunas que pueden discriminarse serolégicamente de una cepa de campo. Pueden discriminarse utilizando
ensayos de diagnostico especificos, para diferenciar mamiferos infectados por el virus de campo BOHV-4 de
mamiferos vacunados con una vacuna que comprende el BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién y que llevan
un gen heteroélogo. Dichos ensayos comprenden el ensayo de suero para determinar la ausencia o la presencia de
anticuerpos contra la proteina codificada por el gen heterologo.

Un kit de ensayo de diagnéstico para la diferenciacion entre animales vacunados contra cepas de BoHV-4 mutante de
acuerdo con la invenciéon y que llevan un gen heter6logo y animales infectados con cepas de campo de BoHV-4 puede
comprender, por ejemplo, un ensayo de ELISA blogueante sencillo en el que una cepa de BoHV-4 mutante de acuerdo
con la invencion y que lleva un gen heterélogo se aplica a la pared de una placa de microtitulaciéon. Dicha placa se
incuba después con suero del animal a ensayar. Posteriormente, la placa se incuba con un antisuero especifico y
marcado contra la proteina heteréloga. Si el antisuero marcado reacciona con el virus aplicado, es decir, no esta
bloqueado por el antisuero del animal a ensayar, esto demuestra que el antisuero no contiene anticuerpos contra la
proteina heterdéloga. Por tanto, se puede llegar a la conclusién de que una cepa de camp6 infect6 al animal.

Como alternativa, dicho kit de ensayo de diagnostico puede comprender un ensayo de tipo ELISA en el que
posiblemente la proteina heter6loga purificada se aplica a la pared de pocillos distintos de una placa ELISA. La
incubacién con suero de mamiferos a ensayar, seguido, por ejemplo, por la incubacién con un anticuerpo marcado
contra la proteina heteréloga podia por tanto revelar la presencia o la ausencia de anticuerpos contra la proteina
heterologa en los pocillos respectivos. Otro ejemplo de un sistema de ensayo de diagnostico es, por ejemplo, la
incubacién de una transferencia Western que comprende la proteina heteréloga con suero de mamiferos a ensayar,
seguido del analisis de la transferencia.

La deteccion de anticuerpos especificos contra la proteina heteréloga indica que el mamifero sometido a ensayo se
ha vacunado con una cepa de BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencién y que lleva un gen heterélogo, mientras
que la ausencia de reaccion de anticuerpos con la banda de la proteina heteréloga indica que el mamifero se ha
infectado con una cepa de campo de BoHV-4.

Otra estrategia del uso de virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion en vacunas marcadoras es discriminar
entre virus de campo y virus vacunales basandose en diferencias en reacciones en ensayos de PCR entre virus BoHV-
4 de tipo silvestre y BoHV-4 mutantes de acuerdo con la invencién. Dicho ensayo, en una forma muy basica,
comprenderia un primer conjunto de cebadores de PCR contra cualquier secuencia de BoHV-4 de tipo silvestre y un
segundo conjunto de cebadores de PCR contra una region de la ORF73 que se haya delecionado del virus BoHV-4
mutante de acuerdo con la invencién.

Si la sangre o el tejido de un animal muestran una reaccion tanto con el primer como con el segundo conjunto de
cebadores, esto indica que el animal se infectd con un virus de campo. Sin embargo, si la sangre o el tejido de un
animal solo muestra una reaccién con el primer conjunto de cebadores y no con el segundo, esto indica que el animal
se vacuno con un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la invencion.

A continuacion, unicamente para ilustrar aspectos de la invencién, se explicaran con mas detalle ejemplos (sin ser
restrictivos de ninguna manera) de varios aspectos de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1.
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Analisis computacional. Se analizaron secuencias proteicas con el programa de alineamiento de secuencias
ClustalX (Thompson et al, 1997).

Células y virus. La linea celular de rifién de bovino de Madin-Darby (MDBK; ATCC CCL-22) se cultivd en medio
esencial minimo (MEM, Invitrogen) que contenia suero de ternero fetal (FCS, Harlan) al 5 %. Las lineas celulares de
pulmén embrionario de bovino (EBL, coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares DSMZ ACC192), EBL
gue expresa de manera estable la Cre recombinasa (EBL-NLS-Cre) (Gillet et al, 2005) y de macréfagos de bovino
(BOMAC) (Stabel y Stabel, 1995) lineas celulares se cultivaron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Invitrogen) que contenia FCS al 10 %. La cepa V. test de BoHV-4 V y el clon V. test BAC G procedente de cromosoma
artificial bacteriano (BAC) se describen en cualquier parte (Gillet et al, 2005).

RT-PCR, determinacién de la clase de transcripcion cinética. Para la determinacion de la clase de transcripcion
cinética, se afiadio cicloheximida (CHX, 100 pg/ml, Sigma) o acido fosfonoacético (PAA, 300 pg/ml, Sigma) al medio
de cultivo en el momento de la infeccién para inhibir la sintesis de proteinas de nueva aparicién o la ADN polimerasa
virica, respectivamente. Veinticuatro horas después de la infeccion (p.i.) de las células MDBK (multiplicidad de
infeccion (MOI) de 1 unidad formadora de placa (UFP)/célula), se extrajo ARN citoplasmatico utilizando el Kit Mini
RNeasy (Qiagen) con digestion de DNasa | en columna. Se realizaron reacciones de transcripcion inversa y PCR
utilizando el sistema Superscript 1l One-step para RT-PCR con el kit Platinium de la ADN polimerasa de Taq
(Invitrogen). Se utilizaron cebadores especificos de genes (Tabla S1) para detectar los ARNm viricos. La ausencia de
molde de ADN se verificé reemplazando la mezcla RT/Taq solo por la ADN polimerasa de Taq.

Transferencia de Northern. Las células MDBK se infectaron de manera simulada o se infectaron con la cepa V. test
de BoHV-4 V a una MOI de 4 UFP/célula. Después de un periodo de incubaciéon de 90 minutos, las células se lavaron
con PBS y después se recubrieron con MEM que contenia FCS al 5 %. Las células se desecharon a las 4, 8 y 24
horas p.i.. Después, el ARN se purifico de las células y se analizé mediante transferencia Northern de acuerdo con un
protocolo estandar (Sambrook y Russell, 2001). Como sonda, se utilizdé toda la ORF73 para detectar los ARN que
codificaban la ORF73.

Produccién de cepas recombinantes ORF73 de BoHV-4. Se produjeron recombinantes de BoHV-4 utilizando
tecnologias de clonacion BAC y recombinacién procariota, como se ha descrito anteriormente (Gillet et al., 2005).
Como plasmido precursor se utilizé el plasmido V. test BAC G (Gillet et al, 2005). El V. test BAC G AORF73 y los
plasmidos retromutantes V. test BAC G ORF73 se produjeron utilizando seleccién positiva/negativa a galactoquinasa
(galK) en dos etapas en bacterias (Warming et al., 2005, Fig. 1). El primer proceso de recombinacion (seleccion positiva
a galK) consistié en reemplazar la ORF73 por el gen galK dando como resultado el plasmido V. test BAC G AORF73.
La recombinacion se realiz6 utilizando el casete H1-galK-H2 (Fig. 1). Este consistia en el gen galK flanqueado por
secuencias de 60 pb correspondientes a regiones flanqueantes de la ORF73. Este casete se produjo por PCR
utilizando, como molde, el vector pgalK (Warming et al., 2005) y como cebadores directo (forward) e inverso (reverse)
galK-H2endfw y galK-H1 startrev, respectivamente (Tabla S1). El segundo proceso de recombinacion (seleccion
negativa a galK) consistio en restaurar la ORF73 para generar un plasmido retromutante. La recombinacion se realiz6
utilizando el casete H1-ORF73-H2 (Fig. 1), que consistia en la ORF73 flanqueada por secuencias de 60 pb
correspondientes a regiones flanqueantes de ORF73. Este casete se produjo por PCR utilizando como molde el
genoma de V. test de BOHV-4 y como cebadores directo e inverso, H2endfw y H1startrev, respectivamente (Tabla
S1). La reconstitucion de virus infecciosos de plasmidos BAC se obtuvo por transfeccién en células EBL. Para escindir
el casete BAC, los virus reconstruidos se propagaron en células EBL-NLS-Cre que expresaban la Cre recombinasa
para generar la cepa escindida correspondiente (Fig. 1).

Purificacién de virus. Los virus que creian en células MDBK se semipurificaron como se ha descrito anteriormente
(Vanderplasschen et al,, 1993). En resumen, después de retirar los restos celulares, el virus presente en el
sobrenadante celular se sedimentd por ultracentrifugacion a través de un cojin de sacarosa al 30 % (p/v).

Transferencia de Southern. Se realizé analisis por transferencia de Southern como se ha descrito anteriormente
utilizando como sondas un casete de ORF73 y galK (Costes et al., 2008).

Ensayo de tamaiio de placa. Células MDBK se infectaron a una MOI de 0,5 UFP/célula. Después de un periodo de
incubacién de 90 minutos, las células se lavaron con PBS y después se recubrieron con MEM que contenia FCS al
5 % y carboximetilcelulosa al 0,6 % (p/v) (CMC, Sigma) para obtener placas aisladas como se describe en cualquier
parte (Vanderplasschen et al. 1993). A intervalos sucesivos después de la infeccion, las placas se tifieron mediante
tincion con inmunofluorescencia indirecta (véase mas adelante) y se visualizaron a través de microscopia de
epifluorescencia.

Curvas de crecimiento multietapa. Cultivos por triplicado de células MDBK se infectaron a una MOI de 0,5
UFP/célula. Después de un periodo de incubacién de 90 minutos, las células se lavaron con PBS y después se
recubrieron con MEM que contenia FCS al 5 %. El sobrenadante de los cultivos infectados se recogié a intervalos
sucesivos después de infeccion y la cantidad de virus infeccioso se determiné mediante ensayo de placa en células
MDBK como se ha descrito anteriormente (Vanderplasschen et al, 1993).
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Ensayo de persistencia del episoma. Células BOMAC se infectaron a una MOI de 0,5 UFP/célula. Después de un
periodo de incubacién de 90 minutos, las células se lavaron con PBS y después se revistieron con MEM que contenia
FCS al 5 %. Después, se efectuaron pases celulares cada dos dias (proporcién de divisién 1:2) durante 20 dias. En
cada pase, se fijé una fraccién de las células en PBS que contenia la al 4 % (p/v) (Merck) a 4 °C durante 30 minutos.
Después las células fijadas se lavaron con PBS, se resuspendieron en el mismo tampén y se analizaron mediante
citometria de flujo para determinar la expresion de la proteina EGFP (Proteina verde fluorescente potenciada,
Enhanced Green Fluorescent Protein) (el casete BAC codifica la proteina EGFP).

Animales. Conejos blancos de Nueva Zelanda sin patdgenos especificos se enjaularon individualmente en todo el
estudio. Se utilizaron cuatro grupos, cada uno de ellos comprendia tres conejos. Los animales del grupo 1 se infectaron
de manera simulada, por via intravenosa, con PBS. Los animales de los grupos 2, 3 y 4 se inocularon por via
intravenosa con 108 UFP de las cepas V. test BAC G escindida, V. test BAC G AORF73 escindida y V. test BAC G
ORF73 escindida retromutante, respectivamente. Al final del experimento, los conejos se sometieron a eutanasia y se
realizé un examen de necropsia durante el cual se extrajo el bazo.

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica y preparacion de suspension de esplenocitos. Se
recogieron muestras de sangre y las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se separaron con Ficoll
(Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare) a un gradiente de densidad como se ha descrito anteriormente (Dewals et al,
2008). Inmediatamente después de la eutanasia, se extirpé el bazo y media parte de este se homogeneizé utilizando
un molinillo tisular (VWR), se pas6 a través de un tamiz de acero inoxidable y se lavé en MEM sin FCS antes de su
analisis posterior.

Deteccion del genoma virico mediante PCR en tiempo real. El ADN se purificé del bazo y de las PBMC utilizando
el Mini kit de ADN QlAamp (Qiagen). Se realizé PCR en tiempo real como se describe en cualquier parte (Boudry et
al, 2007). Un fragmento de 103 pb correspondiente a la ORF8 de BoHV-4 se amplifico con el cebador directo 8startfw
y con el cebador inverso 8middlerev (Tabla S1) en presencia de la sonda fluorescente 5'-FAM-AACACGTCAACA
AGCAAGCCATCCACTG-TAMRA-3'. El genoma de V. test BoHV-4 purificado se utilizé6 para establecer curvas patrén.
Las amplificaciones por PCR y las reacciones de fluorescencia se realizaron en un sistema iCycler (Bio-Rad) en las
siguientes condiciones: activacion inicial de la Taq polimerasa (Bio-Rad) a 94 °C durante 5 minutos seguido de 50
ciclos a 94 °C durante 1 minuto, 50 ciclos a 51 °C durante 30 segundos y 50 ciclos a 72 °C durante 1 minuto. Para la
amplificacion cuantitativa celular, se utilizé un fragmento de 178 pb del gen de la beta globina de conejo (nimero de
registro Genbank V00882) y se amplifico como se ha descrito anteriormente (Boudry et al, 2007).

Ensayo de centro infeccioso. La deteccion virica en la suspension de esplenocitos se ensayé mediante un ensayo
de centro infeccioso (ICA, infectious centre assay) de la siguiente manera. 5.10° células MDBK que crecieron en placas
de grupos de 6 pocillos (Becton Dickinson) se cocultivaron durante 4 dias a 37 °C con 5.10°, 5.10° 0 5.10* esplenocitos
en MEM que contenia FCS al 5 %, PS al 2 %, CMC al 0,6 % y 5.10°5 M de B-mercaptoetanol (Merck). Después, las
células se fijaron y se tifieron con inmunofluorescencia indirecta para la deteccion del antigeno virico como se describe
mas adelante.

Cuantificacion de anticuerpos contra BoHV-4 mediante ELISA. Placas ELISA Nunc Maxisorp (Nalge Nunc) se
recubrieron durante 18 horas a 37 °C con Tween 20 al 0,1 % (v/v) — viriones de BoHV-4 alterados (2.108 UFP/pocillo),
se bloquearon en PBS que contenia Tween-20 al 0,1 % (v/v) y BSA al 3 % (p/v) y se incubaron con suero de conejo
(diluido a 1/300 en PBS que contenia Tween-20 al 0,1 % (v/v) y BSA al 3 % (p/v)). Los anticuerpos unidos se detectaron
con anticuerpo policlonal de cabra contra IgG de conejo (Sigma) conjugado con fosfatasa alcalina. El lavado se realiz6
con PBS que contenia Tween-20 al 0,1 % (v/v) y BSA al 3 % (p/v). Como sustrato se utilizé nitrofenilfosfato (Sigma) y
la absorbancia se ley6 a 405 nm utilizando un lector de placa ELISA Benchmark (Thermo).

Tincion con inmunofluorescencia indirecta. Se realizd tincién con inmunofluorescencia indirecta como se ha
descrito anteriormente (Gillet et al. 2005). Como anticuerpos primarios y secundarios se utilizé el anticuerpo
monoclonal (Mab) 35 de raton (diluido a 1:100) suscitado contra el complejo de glucoproteina de BoHV-4
gp6/gp10/gp17 y el anticuerpo de cabra contra IgG de raton (H+L) Alexa Fluor 568 (Invitrogen, 2 ug ml"),
respectivamente

Analisis de microscopia. Las muestras se examinaron utilizando un microscopio de epifluorescencia TE2000-S Nikon
y un sistema de camara CCD Leica DC300F.

Citometria de flujo. Las adquisiciones y los analisis por citometria de flujo se realizaron utilizando un clasificador de
células activado por fluorescencia de Becton Dickinson de tres laseres (FACSAria).

Analisis estadistico. Para analizar las curvas de crecimiento multietapa viricas y las respuestas humorales anti BoHV-
4 de conejo, se utilizé un modelo lineal y = p + grupoi + tiempoj + grupoi *tiempo; + experimentok + errorix. Para la
comparacion de las curvas de crecimiento multietapa, el factor del experimento no era significativo y por lo tanto no se
incluyé en el modelo. Para analizar las respuestas humorales contra BoHV-4, se tuvo en cuenta la correlacion entre
mediciones sucesivas realizadas en el mismo animal utilizando una estructura de simetria del compuesto. Para
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determinar el significado estadistico de los datos obtenidos con el ensayo de persistencia del episoma (P<0,0005), se
utilizé el ensayo Anova-2.

Resultados
La ORF73 de BoHV-4 se expresa como un gen IE.

Para determinar si la ORF73 de BoHV-4 era un gen auténtico, se determino si se transcribia durante la infecciéon por
BoHV-4. Se realizé RT-PCR utilizando un ADNc de primera cadena fabricado a partir de células MDBK infectadas de
manera simulada e infectadas con BoHV-4 (Fig. 2a). A diferencia de las células infectadas de manera simulada, el
ADNCc de las células infectadas generé un producto de PCR de 762 pb (Fig. 2a) correspondiente a la ORF73 como se
determina mediante secuenciaciéon. Cuando se omite la RT (transcriptasa inversa) de las reacciones, no se detecta
ningun producto de PCR, lo que indica que no se produce la amplificacion de ADN virico contaminante. En su conjunto
estos datos demuestran que la ORF73 se transcribe durante la replicacion de BoHV-4 in vitro. Se llegd a una
conclusién similar para la ORF71 basandose en los datos presentados en la Fig. 2a. Después, se utilizaron CHX y
PAA para identificar la clase de transcripcién cinética de la ORF73 y ORF71. Este experimento reveld que ni CHX ni
PAA inhibio la expresion de ORF73 nila de ORF71 lo que sugiere que ambas ORF se expresan como genes IE. Como
controles se utilizaron la ORF21 y la ORF22 de Bo5 en este experimento; los resultados presentados en la Fig. 2a
confirmaron que eran genes IE, E y L, respectivamente. La ausencia de ADN virico contaminante en las preparaciones
de ARNm se confirmé mediante la ausencia de un producto de PCR cuando se omiti6 la transcriptasa inversa de las
reacciones (Fig. 2a). La expresion de la ORF73 de BoHV-4 como un gen IE es coherente con informes previos que
describen la expresion de ortologos de ORF73 codificados por Rhadinovirus después de infeccion temprana (lbrahim
et al, 2003; Martinez-Guzman et al, 2003; Saride et al., 1999).

La ORF73 de BoHV-4 se expresa como ARNm policistronicos que incluyen la ORF71. Para caracterizar el
transcripto (o transcriptos) de la ORF73, se realiz6 analisis de transferencia Northern en ARN total extraido de células
MDBK infectadas con BoHV-4 e infectadas de manera simulada utilizando como sonda una ORF73 de longitud
completa (Fig. 2b). Al cabo de tan solo 4 h p.i. se detecté una débil banda de aproximadamente 2,5 kb (Fig. 2b). A las
8 h p.i., se detectaron cuatro bandas con un tamafio aproximado de 2,0, 2,5, 3,0 y 4,5 kb (Fig. 2b). Se detecté una
banda adicional de aproximadamente 7,5 kb 24 h p.i. (Fig. 2b). Estos resultados sugieren que la expresion de ORF73
implica a transcriptos de diferentes tamarios. No se detecté sefial en el ARN extraido de células infectadas de manera
simulada (Fig. 2b).

La ORF71 se expresa como un ARN policistronico que incluye al menos la ORF73. La sefial de poliadenilacion
(AATAAA) del transcripto se localiza 104 pb aguas abajo del codén de terminacion de ORF71. Las reacciones RT-
PCR se realizaron en ARN citoplasmatico extraido de células MDBK infectadas con BoHV-4 para caracterizar
adicionalmente moléculas de ARN policistronico que codifican la ORF71 y la ORF73 (Fig. 2, paneles c y d). Se
amplificaron los productos de la PCR correspondientes a la ORF71-73 (1454 pb), el extremo ORF73 de la ORF75
(1759 pb) y extremo ORF71 de la ORF75 (2453 pb) (Fig. 2d). Ninguna de las reacciones PCR que implicaban
cebadores que se hibridaban cadena arriba del cebador 75 endrev generé ningun producto (Fig. 2d), mientras que
todas las reacciones generaron los productos esperados cuando se realizé en ADN virico de control. La ausencia de
ADN virico contaminante se confirmé mediante la ausencia de productos de PCR cuando la RT se omiti6 de las
reacciones. En su conjunto, los datos presentados anteriormente sugieren que la ORF71 y la ORF73 se expresan
como un ARNm bicistrénico. Se identificaron al menos dos ARNm mediante una estrategia combinada de transferencia
de Northern/RT-PCR; una incluye tanto la ORF71 como la ORF73 y la segunda incluye la ORF71, la ORF73 y parte
de la ORF75 (Fig. 2b y d). Mediante estrategia de transferencia Northern se identificaron ARN mas largos, pero no
mediante RT-PCR. Estas moléculas pueden representar pre-ARNm.

Produccién y caracterizaciéon de recombinantes de ORF73 de BoHV-4. Para investigar la importancia de la ORF73
en la replicacion del virus in vitro y la biologia de la infeccion in vivo, se produjo una cepa de BoHV-4 delecionada para
la ORF73 y una cepa retromutante derivada (Fig. 1). Como plasmido precursor se utilizo el plasmido V. test BAC G
para generar el plasmido V. test BAC G AORF73 en el que toda la ORF73 se habia reemplazado por un casete galK
como se ha descrito en Métodos. Después, se generd un plasmido retromutante. Los virus infecciosos se
reconstituyeron eficazmente por transfeccién de plasmidos BAC en células permisivas. Finalmente, los virus
infecciosos reconstruidos se propagaron en células EBL-NLS-Cre para generar cepas escindidas de BAC (Fig. 1). Las
estructuras moleculares de las cepas recombinantes producidas se confirmaron mediante una estrategia combinada
de endonucleasa de restriccion Hindlll y transferencia de Southern (Fig. 3) y mediante secuenciacion de las regiones
utilizadas para dirigir la recombinacion. Ademas, la ausencia de efecto polar de la delecién de ORF73 en la expresion
de ORF71 se demostr6 mediante RT-PCR. Todos los recombinantes ensayados expresaron ORF71
comparablemente. Finalmente, la presencia o ausencia del casete BAC se monitorizd6 mediante analisis de expresiéon
de EGFP por placas viricas (Fig. 4a). Todas las estrategias confirmaron que los recombinantes producidos tenian la
estructura molecular correcta.

La delecion de ORF73 no afecta al crecimiento del virus in vitro. Para abordar la funcién de ORF73 en el
crecimiento de BoHV-4 in vitro, las cepas escindidas retromutantes V. test BAC G, V. test BAC G AORF73 y V. test
BAC G ORF73 se compararon utilizando ensayos de tamafio de placa y crecimiento multietapa (Fig. 4). También se
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compararon cepas no escindidas correspondientes. Todos los virus ensayados exhibieron curvas de crecimiento
similares (p <0,05) en tamarios de placa comparables. En su conjunto estos resultados indican que la delecion de
ORF73 no afecta a la replicacion de BoHV-4 in vitro.

La delecion de ORF73 afecta la persistencia virica in vitro en un modelo "similar a latencia". Se ha demostrado
que las células BOMAC soportan una infeccion persistente no replicativa de BoHV-4 imitando la latencia (Donofrio y
van Santen, 2001). Utilizando este modelo "similar a latencia", se investigd si la delecién de ORF73 afectaba a la
persistencia de infeccion por BoHV-4 en células BOMAC. Células BOMAC se infectaron con las cepas retromutantes
V. test BAC G, V. test BAC G AORF73 y V. test BAC G ORF73 y la persistencia virica se monitorizd con el tiempo
mediante cuantificacion por citometria de flujo de células que expresaban EGFP (Fig. 5a). Independientemente de los
recombinantes, aproximadamente el 90 % de las células fueron positivas para la expresion de EGFP el dia 2 p. i..
Para los tres recombinantes ensayados, el porcentaje de células positivas a EGFP disminuyé gradualmente con el
tiempo. Sin embargo, aunque se obtuvieron datos comparables para las cepas retromutantes V. test BAC Gy V. test
BAC G de la ORF73, se observé un decaimiento mas rapido de células positivas para las células infectadas con la
cepa V. test BAC G AORF73 (Fig. 5a). Por ejemplo, el dia 10 p.i. aunque los cultivos infectados con los retromutantes
V.test BAC Gy V. test BAC G ORF73 contenian aproximadamente un 50 % de células positivas a EGFP, el porcentaje
de células positivas a EGFP en células BOMAC infectadas con la cepa V. test BAC G AORF73 era casi de 0.

Al menos dos hipétesis, no mutuamente exclusivas, podian explicar el decaimiento mas rapido de células positivas a
EGFP en el cultivo infectado con V. test BAC G AORF73 en comparacién con V. test BAC Gy V. test BAC G ORF73.
En primer lugar, es probable que la delecion de ORF73 alterase la persistencia del episoma virico en el cultivo a través
de la division celular. En segundo lugar, es posible que la ausencia de ORF73 pueda inducir la replicacion litica
(liberando la inhibicion en ORF50) de BoHV-4 en células BOMAC y consecuentemente la erradicacion de células
infectadas del cultivo. Para someter a ensayo la ultima hipotesis, células BOMAC se infectaron con cepas
retromutantes V. test BAC G, V. test BAC G AORF73 y V. test BAC G ORF73, después se analizaron 48 h p.i. por
citometria de flujo para determinar la expresién de la proteina estructural gB. Los datos presentados en la Fig. 5b
demuestran que, independientemente de la cepa virica utilizada para la infeccion, no pudo detectarse la expresion de
gB de BoHV-4 en células BOMAC infectadas (Fig. 5b, columna derecha). En cambio, la infecciéon de células MDBK
utilizadas como control positivo condujo a una gran proporcion de células que expresaban la glucoproteina gB (Fig.
5b, columna izquierda). Todos los recombinantes ensayados condujeron a porcentajes comparables de células que
expresaban la glucoproteina gB. En su conjunto, los resultados presentados anteriormente confirman el hecho de que
la ORF73 de BoHV-4 desempefia un papel en la latencia y justifica la terminacion de experimentos in vivo.

La ORF73 de BoHV-4 es esencial para la persistencia virica in vivo. Para investigar la importancia de la ORF73
de BoHV-4 durante la latencia in vivo, se utilizd el modelo de conejo. Los conejos fueron inoculados con cepas
escindidas retromutantes V. test BAC G, V. test BAC G AORF73 y V. test BAC G ORF73 (Fig. 6a y b).
Independientemente de los grupos, todos los conejos permanecieron sanos durante el experimento. Ninguno de los
conejos mostré sintomas clinicos o lesiones a lo largo del experimento. En la necropsia no se observo ninguna lesiéon
64 dias después de la inoculacién. Para abordar la persistencia virica, se realizé PCR en tiempo real en ADN extraido
de PBMC a lo largo del tiempo y de bazo 64 dias después de la inoculacion (Fig. 6a). Después de una fase de eclipse
de 12 dias, se detectaron copias viricas que variaban de 10" a 102 copias viricas por 10° copias de beta globina en,
en las PBMC de todos los conejos infectados con las cepas escindidas retromutantes V. test BAC Gy V. test BAC G
ORF73 (Fig. 6a). Cabe destacar que ninguno de los conejos infectados con la cepa escindida V. test BAC G AORF73
tuvo un genoma virico detectable en PBMC a lo largo del experimento (Fig. 6a). La PCR en tiempo real realizada en
el bazo confirm6 el papel esencial de la ORF73 para la persistencia virica in vivo. De hecho, aunque los conejos
infectados con las cepas escindidas retromutantes V. test BAC G y V. test BAC G ORF73 contenian al menos 103
copias viricas por 10° copias de beta globina celular, ninguno de los conejos infectados con la cepa escindida V. test
BAC G AORF73 present6 una cantidad detectable de genoma virico (Fig. 6a). Para confirmar estos resultados por
PCR en tiempo real, se intentaron aislamientos viricos cocultivando esplenocitos con células permisivas como se
describe en Métodos. Se observaron placas viricas para los 3 conejos del grupo infectado con la cepa escindida V.
test BAC G y para los 2 de los 3 conejos infectados con la cepa escindida retromutante V. test BAC G ORF73. En
cambio, no se aisl6 ningun virus de esplenocitos de conejos infectados con la cepa escindida V. test BAC G AORF73.
Se realizaron ensayos de aislamiento de virus con las mismas fuentes de esplenocitos, pero
congelados/descongelados antes de ensayo, que no condujeron a aislamiento virico. En su conjunto, estos resultados
presentados anteriormente demuestran que la ORF73 es esencial para latencia virica.

Finalmente, la respuesta inmunitaria humoral inducida por la cepa con la ORF73 delecionada, se comparé con la
observada con las cepas retromutante y precursora de tipo silvestre (Fig. 6b). Independientemente de la cepa virica
utilizada para inoculacion, al cabo de tan solo 6 dias después de la inoculacién, se detectaron anticuerpos contra
BoHV-4. Todos los conejos infectados mostraron respuestas inmunitarias humorales comparables. El ensayo
estadistico utilizado para analizar los datos sugirié que, en algunos puntos temporales, los conejos infectados con la
cepa escindida V. test BAC G AORF73 presentaron una mayor respuesta (p<0,05) (Fig. 6b) cuando se comparé con
las cepas escindidas retromutantes V. test BAC G y V. test BAC G ORF73. Esta diferencia estadistica no se observo
cuando se utilizo ensayo de la t de Student. Sin embargo, estos datos muestran que la respuesta inmunitaria suscitada
contra el recombinante con la ORF73 delecionada, es al menos comparable con las respuestas inducidas por las
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cepas de tipo silvestre y retromutante. La ausencia de respuesta en el grupo infectado de manera simulada confirmé
la ausencia de contaminacién cruzada entre los grupos (Fig. 6b).

Diversas caracteristicas hacen que BoHV-4 sea un buen candidato como un vector de suministro génico y estudios
previos mostraron pruebas de que BoHV-4 podia utilizarse satisfactoriamente Para transducir la expresion de
proteinas exodgenas (Gillet ef al., 2005; Donofrio et al, 2006). BoHV-4 (i) posee un genoma menos complejo que otros
herpesvirus (Zimmermann et al., 2001), (ii) puede alojar grandes cantidades de material genético exdgeno (Gillet et
al., 2005), (iij) a diferencia de la mayoria de los gammaherpesvirus, puede replicarse en un amplio espectro de
especies hospedadoras tanto in vitro como in vivo (Thiry et al, 1992), y (iv) BoHV-4 presenta patogenicidad limitada o
no presenta patogenicidad en hospedadores naturales y experimentales (Thiry et al., 1992). Sin embargo, la propiedad
de BoHV-4 para establecer latencia y reactivarse hace que las cepas de tipo silvestre sean inapropiadas para
desarrollar vectores recombinantes seguros. De hecho, a lo largo de su vida, los animales infectados pueden reactivar
y contaminar a animales sin tratamiento previo. Los resultados del presente estudio demuestran que la delecion de
ORF73 anula la propiedad de BoHV-4 para establecer infeccion persistente al menos en un modelo animal de
laboratorio (Fig. 6). Por consiguiente, las cepas de BoHV-4 con la ORF73 delecionada, representan vectores basicos
excelentes para el desarrollo de vectores de BoHV-4 en vacunologia.

En conclusion, los resultados del presente estudio demuestran que, a pesar de su muy pequefio tamafo, la ORF73
de BoHV-4 es un homoélogo funcional de ortélogos de ORF73 de rhadinovirus mas grandes que es esencial para la
latencia in vivo. Las cepas de BoHV-4 con la ORF73 delecionada, representan vectores basicos excelentes para el
desarrollo de vectores de BoHV-4 en vacunologia.

Tabla S1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién por PCR

Coordenadas segun el
n.° de registro

Cebadores Secuencia NC_002665 del
Genbank

BoSendfw  5-TCATGTCCTGAGTGGGTCTATG3 19414-19435
BoSstartrev  5-GCTACAGAAAATGGCCAGTAAAG-3' 20541-20563
21 middlefw  5-CATGGAGAGGCCATCAGGAG-3' 29044-29063
21endrev 5.CTTAACCACAGAACTCCTTTGC-3 29521-29542
22middlefw  5-CCGGGTGAAACAAGTTCCTG-3' 31114-31133
22endrev 5.GGTCAGAGAACATATGATAACATC-3' 31654-31675
71endfw 5-CCAAGCTTCTAGAGAGTGATTTGTAGTGT-3 98883-98903
7istarrev  5-AAGGATCCGATGGTTACCAGGGATGTGTTG-3' 99411-99431
73endfw 5-TCACTGATCAACGGGTATTCC-3' 99576-99596
73startrev  5-ATGCCGGGCCGCCACCTC-3 100320-100337
75endrev 5-GGGTACACCACAAAGTCCC-3 101317-101335
75middlerev  5-GAGCAGACCATCATCTATAGG-3' 101851-101871
75startrev 5-ATGGATCAAAGACATCTTGTGG-3' 104724-104745
Boldstartrev  5-GGAGAGTCCTGTCTAGAACC-3' 105949-105968
Bol5startrev  5-GGTGAGTAATGGGACCATGG-3' 106581-106600
galK-H2endfw 5. TCTTTAAAAAACAACCATAGAACATATCATGAA GAC 99517-99575

ATTCAAAAATATTCAAATCAGGTGTCAGCACTGTCCTG

CTCCTT -3°
galK-HI 5°-GACATCTAGTGGTGGCTCGTATAGTTACACCAGTCTT 100338-100397
startrev GTGAATTTTCTTTCTGCCAAAGGCCTGTTGACAATTAAT

CATCGGCA -3’
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H2endfw 5 -TCTTTAAAAAACAACCATAGAACATATCATGAAGAC 99517-99575
ATTCAAAAATATTCAAATCAGGTG -3°
H1startrev 5’-GACATCTAGTGGTGGCTCGTATAGTTACACCAGTCT 100338-100397

TGTGAATTTTCTTTCTGCCAAAGG-3°
galKstartfw 5-GCCAACGCATTTGGCTACC-3
galKendrev 5-CGGCAGGCACCAGCTCTTC-3
8startfw 5-CAAATAGTTCATTAGCTGCCTCTCC-3’ 11571-11595
8middlerev 5- TCATCAGTAACAGTTGGAATAGTGG -3 11649-11673

Subrayado: bases extra afiadidas. En negrita: mutacion especifica en la cepa de BoHV-4 utilizada en el presente
estudio (V. test, n.° de registro 279633 del Genbank).

Tabla S2 complementaria. Numeros de registro del Genbank de regiones secuenciadas de BoHV-4

Cepa ORF16 Bo10 ORFT71 Regidn intergénica 71-73 ORF73 Bo17

V.test AY847335 Z64S18 746385 Z4B385* Z4S385* AF3211G5*t
LVR 140 AY847332 AY847310 AY84733S AY847325 AYS47346 AF465330*t

MOVAR AY847334  AYS47305 AY847341 AY847327 AYS4734S AF465331*t

DN599 AY847331  AY8473G9 U2376Q-  U2378G" AY347345 AF455332*t

66-p-347 .AF31S573*§ AF31S573*§ AF318573"§ AF318573*§ AF318573*§ AF318573*§

Buf. AY847330 AY847308 AY847338 AY847324 AYS47344 AY143157*%

130 AY8S7323  AY847307 AY847337 AYS47323 AYS47343 AY143156*%

108 AY847328  AYS47306 AY847336 AY847322 AY347342 AY 143155"%
M40 AY847333  AYS47311 AY847340 AY847326 AY847347 AY143159*t

Tabla S1 complementaria. Cebadores utilizados para amplificar secuencias del genoma de BoHV-4

La posicién de cada cebador se describe de acuerdo con la secuencia de la cepa 66-p-347 (Zimmerman et al, 2001).

Regién Posicion del nucleétido|Tipo  |Secuencia (5'—3")

Region intergénica 71-73|98866-95903 Directo | s penToaTrTaTagTsT

y ORF73 98972-98993 Directo | ¢ a5 6408 TCTAGETTATCTSS
100123-100107 INVerso| x srragaacacs TTOACCAADE
100337-100318 InVerso| srsoressroseoscoToss

Leyenda de las figuras

Fig. 1. Flujograma de estadios realizado para producir recombinantes de ORF73 de BoHV-4 utilizando tecnologias
de clonacién BAC y recombinacion procariota.

Fig. 2. (a) Determinacion de la clase de transcripcion cinética de ORF73. Células MDBK se infectaron de manera
simulada o se infectaron con la cepa V. test de BoHV-4, en ausencia o en presencia de CHX o PAA. Veinticuatro
horas p.i., se estudi6 la expresion de IE Bo5, E ORF21, L ORF22, ORF71 y ORF73 utilizando una estrategia de
RT-PCR como se describe en Métodos. Los productos de la PCR se representan como ARNm y ADN generados
cuando la RT se omitié de las reacciones y de los productos de RT-PCR, respectivamente. (b) Se realizd analisis
de transferencia Northern en ARN total recogido de células MDBK infectadas de manera simulada e infectadas 4,
8y 24 hp.i. conla cepa V. test de BoHV-4. Como sonda se utilizé la ORF73. Para optimizar la visualizacion de las
bandas en la muestra 24 h p.i.,, la linea correspondiente se expuso durante un periodo mas corto (columna
derecha). Bandas débiles e intensas identificadas en la transferencia se marcaron con flechas blancas y flechas
respectivamente. (c) y (d) Caracterizacion de transcritos de ORF73 por RT-PCR. ARN citoplasmatico extraido 24 h
p.i. se analizé6 mediante RT-PCR utilizando los pares de cebadores descritos en el panel (c). Para cada par de
cebadores se indica el tamafio del amplicon esperado. Los resultados de la PCR se presentan en el panel (d). La
PCR que sugiere la naturaleza policistronica del transcrito de la ORF73 se marca con asterisco.

Fig. 3. Analisis estructural de cepas recombinantes de BoHV-4. EI ADN de diversos productos intermedios se
analiz6 mediante restriccion con Hindlll (panel de la izquierda) y ademas se ensayd mediante transferencia de
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Southern (panel de la derecha) utilizando sondas correspondientes a la ORF73 y el casete galK. Las flechas y las
flechas blancas indican fragmentos de restriccion que contienen la ORF73 y el casete galK, respectivamente. Los
tamafos de los marcadores (TM) se indican a la izquierda.

Fig. 4. Caracterizacién de la cepa V. test de BoHV-4 y de cepas recombinantes derivadas. (a) Andlisis de
epifluorescencia de placas de virus. Células MDBK se infectaron (MOI de 0,5 UFP/célula) con las cepas V. test
BoHV-4 (i-iii), V. test BAC G (iv-vi), V. test BAC G escindida (vii-ix), V. test BAC G AORF73 (x-xii), V. test BAC G
AORF73 escindida (xiii-xv), V. test BAC G ORF73 retromutante (xvi-xviii) y V. test BAC G ORF73 retromutante
escindida (xix-xxi). Después, las células se recubrieron con MEM que contenia FCS al 5 % y carboximetilcelulosa
al 0,6 % para obtener placas aisladas. Tres dias p.i., las placas se revelaron mediante tincion inmunofluorescente
indirecta utilizando, como anticuerpos primario y secundario, Mab 35 y anticuerpo de cabra contra raton conjugado
con Alexa Fluor 568, respectivamente. Cada conjunto de tres paneles horizontales representa el analisis de las
mismas placas. Las fluorescencias de EGFP y Alexa Fluor 568 se muestran en la primera y segunda columna
respectivamente; mientras que las sefiales que aparecen de EGFP y Alexa Fluor 568 se muestran en la tercera
columna. El lado de cada panel corresponde a 75 um del espécimen. (b) Cinéticas de replicacion de cepas
recombinantes. Las cinéticas de replicacion de la cepa V. test BAC G AORF73 escindida (triangulo) y de la cepa
V. test BAC G ORF73 escindida retromutante (cruz), se compararon con las de la cepa precursora V. test BAC G
escindida (cuadrado) como se describe en Métodos. Los datos presentados son las medias +/- DT de mediciones
por triplicado.

Fig. 5. Persistencia del episoma y la replicacién de BoHV-4 en células BOMAC. (a) Células BOMAC se infectaron
de manera simulada (circulo blanco) o se infectaron con V. test BAC G (cuadrado), V. test BAC G AORF73
(triangulo) o V. test BAC G ORF73 (cruz). Después, se midi6 la persistencia del episoma a lo largo del tiempo,
como se describe en Métodos. Cada valor representa la media +/- DT de mediciones por triplicado del porcentaje
de células positivas a EGFP basandose en el analisis de 10.000 células, (b) 48 h p.i., células BOMAC y MDBK
(utilizadas como control positivo para la replicacién virica) se tifieron con Mab 35 suscitado contra la glucoproteina
gB de BoHV-4 y se analizaron por citometria de flujo para investigar la replicacién de BoHV-4. Los resultados
representados se basan en el andlisis de 10.000 células.

Fig. 6. Infeccién de conejos con recombinantes BoHV-4 ORF73. Grupos que consistian en 3 conejos se infectaron
de manera simulada o se infectaron con las cepas V. test BAC G, V. test BAC G AORF73y V. test BAC G ORF73
escindidas retromutantes. (a) Cuantificacion relativa con PCR en tiempo real del genoma de BoHV-4. Se extrajo
ADN de las PBMC a diferentes momentos después de la inoculacion y del bazo 64 dias después de la inoculacién.
Los datos se expresan como el nimero de copias de genes BoHV-4 ORF8 por 10° copias de genes de beta globina
de conejo para cada conejo. (b) Respuesta humoral en conejos contra BoHV-4. Se recogieron sueros a diferentes
momentos después de la inoculacion y se calcul6 el titulo de anticuerpos contra BoHV-4 mediante ELISA. En cada
conejo se realizaron ensayos por triplicado. Cada valor representa la media +/- DT de los datos obtenidos de los
tres conejos de cada grupo.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Intervet International B.V.

<120> Vacuna contra el herpesvirus bovino
<130> 2009.026

<160> 27

<170> Patentln versién 3.5

<210>1

<211>22

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 1

tcatgtcctg agtgggtcta tg 22

<210>2
<211>23
<212> ADN
<213> Herpesvirus bovino 4
<400> 2
gctacagaaa atggccagta aag 23

<210>3

<211>20

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 3

catggagagg ccatcaggag 20

<210>4

<211> 22

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4
<400> 4

cttaaccaca gaactccttt gc 22
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<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 5
ccgggtgaaa caagttcctg

<210>6

<211> 24

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 6
ggtcagagaa catatgataa catc

<210>7

<211>29

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400>7

ccaagcttct agagagtgat ttgtagtgt

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 8
aaggatccga tggttaccag ggatgtgttg

<210>9

<211> 21

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400>9

tcactgatca acgggtattc c

<210>10

<211>18

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 10

atgccgggee gccaccte

<210> 11

<211>19

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 11

gggtacacca caaagtccc
<210> 12
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<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 13

atggatcaaa gacatcttgt gg

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 14

ggagagtcct gtctagaacc

<210> 15

<211> 20

<212> AND

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 15
ggtgagtaat gggaccatgg

<210> 16

<211> 80

<212> AND

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 16

tctttaaaaa acaaccatag aacatatcat gaagacattc aaaaatattc aaatcaggtg

tcagcactgt cctgctectt

<210> 17

<211> 84

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 17

gacatctagt ggtggctcecgt atagttacac cagtcttgtg aattttcttt ctgccaaagg
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cctgttgaca attaatcatc ggca

<210> 18

<211>60

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4
<400> 18
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tctttaaaaa acaaccatag aacatatcat gaagacattc aaaaatattc aaatcaggtg

<210> 19

<211>60

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 19

gacatctagt ggtggctegt atagttacac cagtcttgtg aattttcottt ctgccaaagy

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 20

gccaacgcat ttggctacc

<210> 21

<211>19

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 21

cggcaggcac cagctcttc

<210> 22

<211> 25

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 22

caaatagttc attagctgcce tctcec

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 23

tcatcagtaa cagttggaat agtgg

<210> 24

<211>18

<212> ADN

<213> Herpesvirus bovino 4

<400> 24
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REIVINDICACIONES

1. Virus del herpesvirus bovino de tipo 4 (BoHV-4) mutante, caracterizado por que no es capaz de crear una proteina
ORF73 funcional, caracterizandose dicho virus BoHV-4 por que tiene una mutacion en el gen ORF73; por que dicho
virus comprende una segunda delecion, y por que dicha segunda delecion es una delecion en el gen ORF71 que
codifica un v-FLIP, el gen ORF16 que codifica un homélogo de v-Bcl-2, el gen Bo10 que codifica la glucoproteina gp80
o el gen ORF21 que codifica la timidina quinasa.

2. Virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que dicho virus comprende una
secuencia de ADN heterologo.

3. Virus BoHV-4 mutante de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizado por que dicha secuencia de ADN heter6logo
codifica una proteina inmunogénica de otro virus o de un microorganismo patégeno para animales que son sensibles
a una infeccion por BoHV-4, preferentemente rumiantes, y/o una citocina.

4. Virus BoHV-4 mutante de acuerdo con las reivindicaciones 2 o 3, caracterizado por que dicha secuencia de ADN
heterologo esta insertada en el gen ORF73.

5. Virus BoHV-4 mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en una vacuna.

6. Vacuna para combatir una infeccién por BoHV-4, caracterizada por que dicha vacuna comprende un virus BoHV-4
mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Vacuna transportadora de BoHV-4 mutante, caracterizada por que dicha vacuna comprende un virus BoHV-4
mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-4 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. Vacuna de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, caracterizada por que dicha vacuna esta en forma liofilizada.

9. Una célula que comprende un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

10. Método para la produccién de un virus BoHV-4 mutante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
comprendiendo dicho método la etapa de mutacion del gen ORF73 de manera que ya no codifique una proteina
ORF73 funcional.

11. Kit de ensayo de diagnostico para diferenciar animales infectados con el virus de campo BoHV-4 de animales
vacunados con una vacuna contra el BoHV-4 mutante de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que dicho

kit comprende cebadores de PCR contra un fragmento de ORF73 que no esta presente en el virus BoHV-4 mutante
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4.
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'(a) Células infectadas con V. test de BoHV-4
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de manera simulada Sin tratar PAA CHX

ARNm ADNc ~ ARNm ADNc  ARNm ADNc ~ ARNm ADNc

Bo5
ORF21
ORF22
ORF71
ORF73
(b) Células infectadas  Cglulas infectadas
dE‘: manera
simulada - “4hgh 24n 24h
DO X2, pb
< 7500
i« 4500
<
<
< 2000
Figura2ayb
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(b)

Infectadas de manera

simulada

Cepa

V.test BAC G

Cepa V.test BAC G

AORF73

Intensidad de fluorescencia relativa de Mab35 - Alexa 633

Cepa retromutante

V. test BAC
ORF73

G

Figura 5 b
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MDBK BOMAC

74,7% 0,2%

122% 36,1%

B34% . 0,1%

12,1% 27,9%

T T T T
- i - T

—>

Intensidad de fluorescencia relativa de EGFP
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(a) PBMC a lo largo del tiempo

Simulacién

Cepa escindida
V.test BAC G

Cepa escindida
V. test BAC G
AORF73

Copias de virus por 10° copias de beta globina

Cepa escindida retromutante
V.test BAC G
ORF73
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Tiempo (dias después de inoculacion)

Bazo 64 dias después de la inoculacién

Simulacién

Cepa escindida
V.test BAC G

Cepa escindida
V. test BAC G AORF73

Cepa escindida retromutante
V. test BAC G ORF73

Figura 6 a
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