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Vacuna subunitaria recombinante contra la enferme-
dad hemorrégica virica de los conejos. Se describe la
produccién del antigeno estructural (VP60) del virus
de la enfermedad hemorragica de los conejos RHDV
(aislado AST/89) asi como su utilizacién como va-
cuna contra dicha enfermedad. La produccién del
antigeno y el método de vacunacién comprenden las
siguientes etapas:

1) Aislamiento del gen que codifica la proteina es-
tructural (VP60) del RHDV (aislado AST/89); 2)
Clonacién de dicho gen en el vector de transferen-
cia de baculovirus pAcYMI; 3) Obtencién y aisla-
miento del baculovirus recombinante AcVP60; 4) In-
feccién de células de insecto con el baculovirus re-
combinante AcVP60; 5) Obtencién y aislamiento de
la proteina VP60 producida por el baculovirus recom-
binante AcVP60; 6) Inoculacién de los conejos con
el antigeno.
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DESCRIPCION

Vacuna subunitaria contra la enfermedad he-
morragica virica de los conejos.

La presente invencién se refiere a la pro-
duccién del antigeno estructural (VP60) del vi-
rus de la enfermedad hemorrdgica de los conejos,
RHDV (aislado AST/89) y su utilizacién como
vacuna contra la enfermedad.

Antecedentes

La enfermedad hemorragica virica ocasiona
grandes pérdidas econdémicas en la industria
cunicola y ha diezmado la poblacién de conejos
de los campos y bosques de nuestro territorio con
grave perjuicio para las sociedades cinegéticas.

Desde la apariciéon de la enfermedad en 1984
en la provincia china de Jiangsu (S.J. Liu, H.P.
Xue, B.Q. Puy N. H. Quian. 1984. Anim. Husb.
Vet. Med. 16: 253-255), ésta se ha extendido por
toda Asia, FEuropa y norte de Africa.

En Espana, diversos trabajos determinaron la
presencia de la enfermedad a partir del verano
de 1988 (J.L. Argiiello, L.I. Pérez-Ordoyo y A.
Llanos. 1988. Med. Vet. 5:645-650).

El agente etiolégico, denominado virus de la
enfermedad hemorrdgica del conejo (RHDV) ha
sido incluido recientemente en la familia Calici-
viridae. Los miembros de esta familia presentan
las siguientes caracteristicas comunes:

- Viriones de 25-40 nm, con simetria icosaé-
drica y sin envuelta lipidica.

- Una cépsida formada por unidades de un po-
lipéptido cuya masa oscila entre 60 y 71 kdalton.

- Un genoma de RNA monocatenario de po-
laridad positiva (7.5 kb), unido a una proteina
(Vpg) en su extremo 5’ y poliadenilado en su ex-
tremo 3’.

Ademsds, el RHDV presenta un RNA su-
bgendémico de 2.4 kb, encapsidado, coterminal con
el extremo 3’ del genoma, con capacidad para co-
dificar la proteina estructural.

En la actualidad, existen varias vacunas co-
merciales, denominadas tisulares, basadas en la
utilizacién de extractos de 6rganos de conejos in-
fectados experimentalmente en los que el agente
virulento se inactiva térmica o quimicamente. La
eficacia de estos preparados ha sido probada en
el laboratorio (J.E. Peeters, D. Vandergheynst y
R. Geeroms. 1992. Cuni-Sciences 7:101-106) y
en el campo, pero presentan graves inconvenien-
tes de variabilidad antigénica y riesgo biolégico
inherentes a su modo de elaboracion.
Descripcion de la invenciéon

La presente invencién se refiere a la pro-
duccién del antigeno estructural (VP60) del vi-
rus de la enfermedad hemorragica de los conejos
RHDV (aislado AST/89) y su utilizacién como
vacuna contra la enfermedad.

La obtencién de la proteina VP60 en un sis-
tema heterdlogo de células de insecto permite dis-
poner de grandes cantidades de un producto con
caracteristicas antigénicas definidas, evitando la
variabilidad y el riesgo biolégico derivados de la
utilizacién del agente virulento, como ocurre en
la elaboracién de las vacunas tisulares. Al mismo
tiempo el producto recombinante posibilita un
mejor control de calidad y estandarizacién del
preparado vacunal.
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La realizacién de la invencién comprende las
siguientes etapas:

A/ Clonacidon del gen de la VP60 del RHDV

Para la clonacion del gen de la VP60 del
RHDYV, se aislan particulas virales a partir de
higados infectados por el virus y a partir de éstas
se obtienen sus RNAs genémico y subgendémico.
Estos RNAs se separan por centrifugacién zonal
en gradientes de sacarosa y el RNA subgenémico
se utiliza como molde para la sintesis de un DNA
complementario (cDNA). Después, se le adicio-
nan unos adaptadores Bglll. El fragmento de
c¢DNA resultante comprende los nucleétidos 10
a 1834 del RNA subgenémico a los que se ha
afiadido la secuencia nucleétidica GATCTTC-
CAT al extremo 5’ y CAGATC al extremo 3’.
B/ Construccion del vector de transferencia de
baculovirus que contiene el gen de la VP60.

Para la construccion del vector de transferen-
cia de baculovirus que contiene el gen de la VP60,
el ¢cDNA obtenido en el paso anterior se clona
en el sitio BamHI del vector de transferencia de
baculovirus pAcYM1 (Y. Matsuura, R.D. Posee,
H.A. Overton y D.H.L. Bishop. 1987. J. Gen.
Virol. 68:1233-1250). La orientacién del gen in-
sertado en el vector pAcVP60 resultante se com-
prueba por analisis de restriccién y secuenciacién.
C/ Obtencidn del baculovirus recombinante que
contiene el gen de la VP60: aislamiento y carac-
terizacion.

El vector obtenido en el paso anterior,
PAcVP60, se cotransfecta con el DNA linearizado
del baculovirus AcMNPV.LacZ, en las células del
insecto Sf9. Los baculovirus recombinantes pre-
sentes en el medio de cultivo tras méas de 20 horas
de incubacién, se separan de los parentales por en-
sayos en placa de su fenotipo blanco (recombinan-
tes) o azul (parentales) en presencia de X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil -8-D-galactopirandsido).

Adicionalmente se investiga su capacidad para
producir VP60 por inmunofluorescencia indirecta
usando un suero hiperinmune contra la proteina
VP60. De este modo, se obtiene el baculovi-
rus recombinante AcVP60 (depdsito n® 1 - 1441
CNCM) utilizado en las etapas siguientes para
producir la proteina VP60 recombinante en las
células de insecto Sf9.

D/ Obtencidn de la proteina VP60 recombinante

Para la obtencién de grandes cantidades de la
proteina VP60 recombinante, las células Sf9 son
infectadas con baculovirus recombinantes a una
multiplicidad de infeccién 1:5 manteniendo el cul-
tivo 3 dias a 28°C. Al cabo de este tiempo las
células se recogen, se lavan con tampén fosfato
salino y se rompen por congelaciéon y desconge-
lacién. Los extracto celulares son clarificados por
centrifugacion a baja velocidad y se determina la
cantidad de proteina total del extracto libre de
células por métodos colorimétricos. Para confir-
mar la produccién de la proteina recombinante los
extractos se analizan en un gel de poliacrilamida
al 10% en presencia de SDS y se evalta la canti-
dad correspondiente a la proteina VP60 mediante
densitometria.

La Figura 1 ilustra una electroforesis en pre-
sencia de SDS (A) e inmunodeteccién (B) de la
proteina VP60 producida en células Sf9 infecta-
das con el baculovirus recombinante AcVP60.
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En las secciones A y B, las referencias 1 a 4
corresponden a;:

1.- Sf9 no infectadas

2.- S9 infectadas

3.- RHDV purificado

4.- Marcadores de peso molecular (94, 67, 43
y 30 kDa)

En la seccion A se puede observar que las
células infectadas con el baculovirus recombi-
nante producen gran cantidad de la proteina
VP60 no presente en las células sin infectar.
Esta proteina es inmunoldgicamente similar a la
proteina obtenida del RHDV purificado como se
observa en la seccién B por su reacciéon con un
suero hiperinmune contra la proteina viral.

La eficacia de la proteina VP60 recombi-
nante como vacuna subunitaria contra la enfer-
medad hemorragica virica de los conejos se evalia
mediante la inoculaciéon de conejos por via in-
tradérmica con dosis creciente de antigeno, desde
1 pg hasta 250 pg/animal, Antes de la inmuni-
zacion se toman muestras de sangre de todos los
animales, asi como a los 22 dias. Transcurridos
23 dias desde la inmunizacién los animales vacu-
nados y un numero equivalente de controles sin
inmunizar se exponen al virus causante de la en-
fermedad,

Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 2, donde se representa el porcentaje de
animales supervivientes respecto a la dosis de
antigeno usada para la inmunizacién, asi como
la evolucién de la respuesta inmune de los anima-
les. Se observa un incremento de la supervivencia
de los animales con la dosis de antigeno empleada,
en paralelo con un incremento en el titulo de anti-
cuerpos anti VP60. Para la deteccién de anticuer-
pos contra la proteina recombinante en el suero
de los animales se utiliza un ELISA indirecto em-
pleando como antigeno RHDV parcialmente pu-
rificado.

Para la elaboracién del preparado vacunal, el
extracto celular obtenido en el apartado D se di-
luye con tampén fosfato salino hasta obtener una
concentracién de VP60 de 50 pg/ml. Esta so-
lucién, sin otros aditivos potenciadores de la in-
munidad, se utiliza para la inmunizaciéon de los
conejos mediante una unica dosis minima de 1 mi
por via intradérmica. La cantidad de antigeno
elegida se selecciond considerando que la dosis in-
munizante media oscila entre 10 y 25 pg/animal.

En el ejemplo siguiente se ilustra un modo pre-
ferible de ejecucién de la invencion sin caracter li-
mitativo, en el que se describe la clonacién del gen
que codifica la proteina VP60 del RHDV (aislado
AST/89), su expresién en un sistema heterdlogo
de células de insecto y la utilizacién del antigeno
recombinante para la vacunacién de conejos con-
tra la enfermedad hemorragica.

Ejemplo
A) Clonacion del gen del antigeno VP60 del
RHDV (AST/89)

En primer lugar se procedié a la purificacién
de viriones del RHDV (AST/89) mediante va-
rias etapas de ultracentrifugacién (F. Parra y M.
Prieto. 1990, J. Virol. 64: 4013-4015) utilizando
como material de partida extractos de higado de
conejos infectados experimentalmente. FEl ma-
terial genético de los viriones fue extraido utili-
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zando isotiocianato de guanidina (J.A. Chirgwin
y cols. 1979. Biochemistry. 18: 5294-5299). El
RNA mensajero (RNAm) subgenémico fue sepa-
rado del genoma viral mediante centrifugacion zo-
nal en gradientes de sacarosa utilizandose luego
como molde para sintetizar un DNA complemen-
tario (cDNA) en presencia de un cebador oligo dT
(J.A. Boga y cols. 1992. Virus Res. 26: 33-40).
La secuencia aminoacidica del extremo amino ter-
minal de la protefna VP 60 (F. Parra y cols. 1993.
Virus Res. 27: 219-228) ha permitido localizar la
region codificadora de este antigeno entre los nu-
cle6tidos 10 y 1834 del RNAm subgendémico del
aislado AST/89 del RHDV (Base de datos EMBL,
nimero de acceso Z24757).
B) Construccién del wvector de transferencia
pAcVP60

El procedimiento seguido se esquematiza en
la Figura 3. Un fragmento Hindlll (4147 pb)
procedente del clon de cDNA T35, al que se le
habian anadido adaptadores Bglll en los extre-
mos, se digiri6 con los enzimas BamH]I y Bglll, El
fragmento de 1731 pb resultante se insertd en el
sitio BamHI del vector pAcYM1. La orientacién
correcta del inserto presente en el plasmido re-
combinante pAcVP60BH se investigé mediante
andlisis de restriccion. Partiendo de un frag-
mento de ¢cDNA de 884 pb, obtenido a partir
del ¢cDNA T35 mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (J.A. Boga y cols. 1994. J.
Gen. Virol. en prensa), se obtuvo un fragmento
de restriccién Bglll/Stul que se inserté en el vec-
tor pAcVP60BH digerido con los enzimas BamHI
y Stul. El vector de transferencia resultante de-
nominado pAcVP60, fue comprobado mediante
analisis de restriccidn y secuenciacion.
C) Obtencidn del baculovirus recombinante
AcVP60

Para realizar la transfecciéon se anaden 24 ul
de una mezcla que contiene 200 ug de DNA del
baculovirus AcMNPYV. LacZ linearizado con el en-
zima Bsu36l, 2 ug del pldsmido pAcVP60 y 8 ul
de lipofectina a una suspensién de 106 células Sf9
en 1 mi de medio TC-100. La mezcla resultante
se incuba 7 horas a 28°C y se anade 1 ml de me-
dio cultivo que contiene suero fetal bovino al 5%.
20 horas mas tarde se cambia el medio de cultivo
por medio fresco y al cabo de 72 horas se recoge el
medio para separar los baculovirus recombinantes
de los parentales por ensayos en placa en presen-
cia de X-Gal. La expresion del antigeno VP60 en
las células infectadas por los baculovirus recombi-
nantes se investiga mediante inmunofluorescencia
indirecta usando un suero hiperinmune contra la
proteina VP60.
D) Produccion de la proteina VP60 recombinante

Para la obtencién de cantidades suficientes de
la proteina VP60 recombinante, monocapas de
2x107 células Sf9 son infectadass con 108 baculo-
virus recombinantes y el cultivo en medio TC-100
conteniendo 5% de suero fetal bovino se mantiene
3 dias a 28°C. Al cabo de este tiempo las células
se recogen, se lavan con tampon fosfato salino y se
rompen por tres procesos sucesivos de congelacion
y descongelacion. Los extractos celulares son cla-
rificados por centrifugacion a 1500xg durante 10
minutos y se determina la proteina total del ex-
tracto por métodos colorimétricos. Para cuantifi-
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car la proporcion de proteina VP60 recombinante
respecto a la proteina total de los extractos celu-
lares, éstos se analizan mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS determinandose
la cantidad correspondiente a la proteina VP60
mediante densitometria.

El extracto celular obtenido en el paso ante-
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rior se diluye con tampén fosfato salino hasta ob-
tener una concentracién de VP60 de 50 ug/ml.
Este preparado se utiliza para inmunizar directa-
mente a los conejos por via intradérmica con una
Unica dosis de 1 ml, sin aditivos potenciadores de
la inmunidad.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la preparacién de una vacuna
subunitaria recombinante para la inmunizacién
de conejos contra la enfermedad hemorragica cau-
sada por el RHDV, en el que el antigeno vacu-
nal VP60 se produce mediante el uso de técnicas
de recombinacién de DNA caracterizado porque
comprende las siguientes etapas:

a. Construccién de un ¢cDNA del gen de la
proteina VP60 partiendo del RNAm subgendémico
del aislado de campo AST/89 del RHDV al que
se afiaden las secuencias nucleotidicas GATCTT-
CCAT al extremo 5’ y CAGATC al extremo 3.

b. Utilizaciéon del vector de transferencia
pAcYMI1 para introducir el gen VP60 del RHDV
en el genoma del virus de la poliedrosis nuclear
de Autographa californica AcMNPYV. LacZ, gene-
rando el baculovirus recombinante AcVP60, me-
diante un proceso de recombinacién homoéloga con
el gen de la poliedrina.

c. Utilizacién del baculovirus recombinante
denominado AcVP60 generado segin se describe
en la reivindicacién 1b (Depésito n® 1 - 1441
CNCM) para infectar cultivos de la linea celular
de insecto Sf9 u otras lineas celulares o larvas de
insectos que sean hospedadores permisivos para
la replicacion del virus de la poliedrosis nuclear
de Autographa californica, durante el tiempo y
condiciones necesarias para la produccién de la
proteina VP60 del RHDV.

d. Obtencién de la proteina VP60, libre de
otras proteinas del RHDV, a partir de extrac-
tos de cultivos celulares o insectos infectados por
el baculovirus recombinante AcVP60 para su uso
€Omo vacuna en conejos.
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2. Método, segin la reivindicacién anterior
caracterizado porque el antigeno vacunal VP60
se produce libre de otras proteinas de RHDV du-
rante la replicacién del baculovirus recombinante
AcVP60 en lineas celulares en cultivo, o en lar-
vas de insectos que sean hospedadores permisivos
para los baculovirus seleccionados.

3. Método, segun las reivindicaciones 1 y 2,
caracterizado porque comprende las siguientes
etapas:

a.- Construccién de un ¢cDNA del gen de la
proteina VP60.

b.- Utilizaciéon de un vector de transferencia
para introducir el gen VP 60 del RHDV en el
genoma de una baculovirus mediante un proceso
de recombinaciéon homologa.

c.- Utilizacién del baculovirus recombinante
para infectar cultivos de la linea celular de insecto
Sf9 u otras lineas celulares o larvas de insectos que
sean hospedadores permisivos para la replicacién
del virus de la poliedrosis nuclear de Autographa
californica, durante el tiempo y condiciones nece-
sarias para la produccién de la proteina VP60 del
RHDV.

d.- Obtencioén la proteina VP60, libre de otras
proteinas del RHDV, a partir de extractos de cul-
tivos celulares o larvas de insectos infectadas por
el baculovirus recombinante para su uso como va-
cuna en conejos.

4. Uso del baculovirus AcVP60 (depdsito n° 1
- 1441 CNCM) en la preparacién de una vacuna
contra la enfermedad hemorrdgica virica de los
conejos.

5. Uso de la proteina VP60 en la preparacién
de una vacuna contra la enfermedad hemorragica
virica de los conejos.
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Figura 1
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