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DESCRIPCION

Vacuna para el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino.

La presente invencion se refiere a dcidos polinucleicos aislados a partir del virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRSV), a una proteina y/o un polipéptido codificado por los 4cidos polinucleicos, a una vacuna
que protege a los cerdos del PRRSV basada en la proteina o en los dcidos polinucleicos, a métodos para fabricar las
proteinas, polipéptidos y 4cidos polinucleicos, a un anticuerpo contra los polipéptidos, al uso del anticuerpo en la
preparacion de un medicamento para tratar a un cerdo con PRRS, a un método para producir la vacuna y a un método
para detectar el PRRSV.

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), una enfermedad nueva y grave en el ganado porcino, se
presentd por primera vez en los Estados Unidos en 1987 y se reconocié rdpidamente en muchos paises de Europa
occidental (revisado por Goyal, J. Vet. Diagn. Invest., 1993, 5: 656-664; y en las Solicitudes de Patente de Estados
Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435). La enfermedad se caracteriza por fallo reproductivo en cerdas
de vientre y cerdas primerizas, neumonia en cerdos jovenes en crecimiento y un aumento en la mortalidad antes
del destete (Wensvoort et al., Vet. Q., 13: 121-130, 1991; Christianson et al., 1992, Am. J. Vet. Res. 53: 485-488,
Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.405).

El agente causante del PRRS, el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), se identific6 por
primera vez en Europa y después en los Estados Unidos (Collins et al., 1992, J. Vet. Diagn. Invest. 4: 117-126). La
cepa europea de PRRSV, que se conoce como virus Lelystad (LV), se ha clonado y secuenciado (Meulenberg et al.,
1993, Virology, 192: 62-72 y J. Gen. Virol., 74: 1697-1701; Conzelmann et al., 1993, Virology, 193: 329-339).

El PRRSYV se clasificé provisionalmente en la nueva familia de virus propuesta Arteriviridae, que incluye el virus
de la arteritis equina (EAV), el virus de elevacion de la lactato deshidrogenasa (LDV) y el virus de la fiebre hemorra-
gica del simio (SHFV) (Plagemann y Moennig, 1992, Adv. Virus. Res., 41: 99-192; Godeny et al., 1993, Virology,
194: 585-596; Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435). Este grupo
de virus de ARN con una sola cadena positiva comparte muchas caracteristicas, tales como la organizacion del geno-
ma, la estrategia de replicacién, la morfologia y el tropismo de macréfagos (Meulenberg et al., 1993; Solicitudes de
Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435). También son propiedades histopatolégicas
caracteristicas de los arterivirus infecciones subclinicas y una viremia persistente con la produccion concurrente de
anticuerpos.

Se han notificado variaciones antigénicas, genéticas y patogénicas entre los aislados de PRRVS (Wensvoort et al.,
1992, J. Vet. Diagn. Invest., 4: 134-138; Mardassi et al., 1994, J. Gen. Virol., 75: 681-685; Solicitudes de Patente de
Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435). Ademas, los PRRSV estadounidenses y europeos repre-
sentan dos genotipos distintos (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435).
También existe variabilidad antigénica entre diferentes aislados norteamericanos (Wensvoort et al., 1992). Se han de-
mostrado notables diferencias en la patogenicidad no sélo entre los aislados estadounidenses y europeos, sino también
entre diferentes aislados estadounidenses (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y
08/301.435).

La organizacién gendmica de los arterivirus se parece a la de los coronavirus y torovirus ya que su replicacién
implica la formacién de una serie anidada 3’-coterminal de ARNm subgenémicos (ARNm sg) (Chen et al., 1993, J.
Gen. Virol, 74: 643-660; Den Boon et al., 1990, J. Virol., 65: 2910-2920; De Vries et al., 1990, Nucleic Acids Res.,
18: 3241-3247; Kuo et al., 1991, J. Virol., 65: 5118-5123; Kuo et al., 1992; Solicitudes de Patente de Estados Unidos
con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435). También se han determinado secuencias parciales de varios aislados
norteamericanos (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435; Mardassi et
al., 1994, J. Gen. Virol., 75: 681-685).

El genoma del PRRSV estd poliadenilado, tiene una longitud de aproximadamente 15 kb y contiene ocho fases
de lectura abierta (ORF; Meulenberg et al., 1993; Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie
08/131.625 y 08/301.435). Las ORF la y 1b probablemente codifican la ARN polimerasa viral (Meulenberg et al.,
1993). Se descubrié que las ORF 5, 6 y 7 codificaban una proteina de membrana glicosilada (E), una proteina de
membrana no glicosilada (M) y una proteina de la nucleocdpsida (N), respectivamente (Meulenberg et al., 1995). Las
OREF 2 a 4 parecen tener las caracteristicas de proteinas asociadas a la membrana (Meulenberg et al., 1993; Solicitud
de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435). Sin embargo, los productos de traduccién de las ORF 2
a 4 no se detectaron en lisados de células infectadas con virus ni en viriones (Meulenberg et al., 1995).

La glicoproteina principal de la envuelta de EAV codificada por la ORF 5 puede ser la proteina de unién al vi-
rus, y se dirigen anticuerpos monoclonales (MAb) neutralizadores contra esta proteina (de Vries, J. Virol. 1992; 66:
6294-6303; Faaberg, J. Virol. 1995; 69: 613-617). La glicoproteina primaria de la envuelta de LDV, un miembro estre-
chamente relacionado de PRRSV, también se codifica por la ORF 5, y se descubrié que varios MADb neutralizadores
diferentes inmunoprecipitaban especificamente la proteina de la ORF 5 (Cafruny et al., Vir. Res., 1986; 5: 357-375).
Por lo tanto, es probable que la proteina principal de la envuelta de PRRSV codificada por la ORF 5 pueda inducir
anticuerpos neutralizadores contra PRRSV.
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Se ha propuesto que la variacién antigénica de los virus es el resultado de la seleccién directa de variantes por
las respuestas inmunes del hospedador (revisado por Domingo et al., J. Gen. Virol. 1993, 74: 2039-2045). De esta
manera, estas regiones hipervariables probablemente se deben a la presiéon de seleccién inmune del hospedador y
pueden explicar la diversidad antigénica observada entre los aislados de PRRSV.

Las proteinas M y N de los aislados de PRRSV de Estados Unidos, incluyendo ISU 3927, estdn muy conservadas
(Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435). Las proteinas M y N son integrales para
conservar la estructura de los viriones de PRRSYV, y la proteina N puede estar bajo limitaciones funcionales estrictas.
Por lo tanto, es poco probable que (a) las proteinas M y N estén sometidas a una presioén de seleccidon de anticuerpos
importante o que (b) las ORF 6 y 7, que probablemente codifican las proteinas M y N, sean responsables o estén corre-
lacionadas con la virulencia viral. Sin embargo, de manera interesante, se observo una mayor variacion de secuencia
de la proteina M de LDV entre aislados de LDV con diferente neurovirulencia (Kuo et al., 1992, Vir. Res. 23: 55-72).

Se predice que las ORF la y 1b se traducen en una sola proteina (polimerasa viral) por desplazamiento de fase.
Las ORF 2 a 6 pueden codificar las proteinas asociadas con la membrana viral.

Ademds del ARN gendmico, muchos virus animales producen una o més especies de ARNm sg para permitir la
expresion de genes virales de una forma regulada. En células infectadas con PRRSYV, se sintetizan siete especies de
ARNm con especificidad de virus que representan una serie anidada 3’-coterminal (ARNm 1 a 7, en orden decreciente
de tamafo). E1 ARNm 1 representa el ARNm genémico. Cada uno de los ARNm sg contiene una secuencia lider
procedente del extremo 5’ del genoma viral.

Los nimeros de los ARNm sg difieren entre los arterivirus e incluso entre diferentes aislados del mismo virus. Se
detectd una serie anidada de 6 ARNm sg en células infectadas con EAV y en células infectadas con PRRSV europeo.
Sin embargo, en células infectadas con el LDV estd presente una serie anidada de seis (LDV-C) o siete (LDV-P)
ARNm sg. El ARNm sg adicional 1-1 de LDV-P contiene el extremo 3’ de la ORF 1b y puede traducirse en una
proteina que representa el extremo C de la polimerasa viral. El andlisis de la secuencia de los ARNm sg de LDV y
EAV indica que se conserva el motivo de union lider-ARNm. Recientemente, también se demostré que las secuencias
de unién lider-ARNm del LV europeo también contenian un motivo comiin, UCAACC, o una secuencia muy similar.

Se ha demostrado que los ARNm sg se empaquetan en los viriones en algunos coronavirus, tales como el corona-
virus bovino (BCV) y el virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV). Sin embargo, sélo se detectaron pequefas
cantidades de los ARNm sg en viriones purificados del virus de la hepatitis de ratén (MHV), otro coronavirus. Los
ARNm sg de LDV, un miembro muy relacionado de PRRVS, tampoco se empaquetan en los viriones, y s6lo se detectd
el ARN genémico en viriones de LDV purificado.

Los ARNm sg de LDV y EAV se han caracterizado con detalle. Sin embargo, la informacién en relacién con los
ARNm sg de las cepas de PRRSV, especialmente el PRRSV estadounidense, estd muy limitada. De esta manera, se
siente la necesidad de una caracterizacién molecular mds minuciosa de los ARNm sg del PRRSV estadounidense.

La sefial de empaquetamiento del MHV se localiza en el extremo 3’ de la ORF 1b, de esta manera sélo se empa-
queta el ARN genémico de MHV. Los ARNm sg de BCV y TGEYV, sin embargo, se encuentran en viriones purificados.
La sefial de empaquetamiento de BCV y TGEV no se ha determinado. EIl ARNm sg del alfavirus Aura se empaqueta
eficazmente en los viriones, supuestamente porque la sefial de empaquetamiento esta presente en el ARNm sg. El
ARNm sg 268 del virus sindbis no se empaqueta en viriones porque la sefial de empaquetamiento estd localizada en el
segmento del genoma (no presente en el ARNm sg). Los ARNm sg de LDV, un miembro muy relacionado de PRSSYV,
tampoco se empaquetan en los viriones.

En la generacién de los ARNm sg estdn implicados muchos mecanismos. Se ha propuesto que los coronavirus
utilizan un tdnico mecanismo de transcripcion cebado por ARN lider en el que un ARN lider se transcribe desde el
extremo 3’ del ARN de plantilla de cadena negativa de tamafio de genoma, se disocia de la plantilla y después se
vuelve unir al ARN de plantilla en regiones intergénicas cadena abajo para cebar la transcripcion de los ARNm sg. El
modelo predice que el lider 5’ contiene una secuencia especifica en su extremo 3’ que se repite adicionalmente cadena
abajo en el genoma, que precede a cada una de las ORF 2 a 7. El lider se une al cuerpo de cada uno de los ARNm sg
a través del segmento de unién lider-ARNm.

El PRRSV es una causa importante de neumonia en cerdos lactantes y destetados. E1 PRRSV produce pérdidas
econdmicas significativas por neumonia en cerdos lactantes (el grado exacto no se conoce completamente). La enfer-
medad reproductiva fue el resultado clinico predominante de las infecciones por PRRSV durante los dltimos afios,
debido a la precoz prevalencia de cepas de PRRSV con una virulencia relativamente baja. La enfermedad respiratoria
ahora se ha convertido en el problema principal asociado con el PRRSYV, debido a la prevalencia creciente de cepas de
PRRSYV de virulencia relativamente elevada. Se siente la necesidad de una vacuna para proteger contra la enfermedad
producida por las diversas cepas de PRRSV.

Sorprendentemente, el mercado para las vacunas animales en los Estados Unidos y en todo el mundo es mayor que
el mercado para las vacunas humanas. De esta manera, existe un incentivo econdémico para desarrollar nuevas vacunas
veterinarias, ademads de los beneficios sustanciales para la salud puiblica derivados de la proteccion de los animales de
granja de la enfermedad.
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Por consiguiente, un objeto de la presente invencidn es proporcionar un 4cido polinucleico aislado a partir del virus
del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), aislado VR 2430, que codifica una proteina de PRRSV.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una proteina de PRRSV, aislada a partir de PRRSV o codifi-
cada por un acido polinucleico de PRRSV.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una vacuna basada en 4cido polinucleico o en proteina que
proteja a un cerdo frente al PRRS.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un método para detectar el PRRSV.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un anticuerpo que se une inmunolégicamente a una proteina
de PRRSV o0 a una region antigénica de dicha proteina.

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar el uso del anticuerpo en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de un cerdo con PRRS.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un kit de diagndstico para ensayar o detectar un PRRSV.

Estos y otros objetos, que se hardn evidentes durante la siguiente descripcion de las realizaciones preferidas, se
han proporcionado por una preparacion purificada de acuerdo con la reivindicaciéon 1 mostrada mds adelante.

La presente invencién también proporciona un polipéptido purificado de acuerdo con la reivindicacién 8, vacunas
de acuerdo con las reivindicaciones 9 y 10, un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 11, el uso de un anticuerpo
de acuerdo con la reivindicacién 13, un kit de diagndstico de acuerdo con la reivindicacién 14, un método para producir
un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 15 y un vector de expresion que contiene el dcido polinucleico bajo el
control operativo de un promotor de acuerdo con la reivindicacién 16.

A continuacién se proporciona una descripcién a modo de ejemplo unicamente haciendo referencia a los dibujos
adjuntos de realizaciones de la presente invencién. En los dibujos:

la Figura 1 muestra una comparacion de secuencias de nucleétidos de las ORF 2 a 5 de los aislados estadounidenses
VR 2474 (ISU 79), VR 2475 (ISU 1894), VR 2431 (ISU 3927), VR 2429 (ISU 22) y VR 2430 (ISU 55) con otros
aislados de PRRSV conocidos;

las Figuras 2A, 2B, 2C y 2D respectivamente muestran el alineamiento de las secuencias de aminodcidos deducidas
de las ORF 2, ORF 3, ORF 4 y ORF 5 de los aislados estadounidenses VR 2474 (ISU 79), VR 2475 (ISU 1894), VR
2429 (ISU 22), VR 2430 (ISU 55) y VR 2431 (ISU 3927) con otros aislados de PRRSV conocidos;

la Figura 3 muestra un arbol filogenético basado en las secuencias de nucleétidos de las ORF 2 a 7 de siete aislados
de PRRSV estadounidenses con diferente virulencia;

la Figura 4 muestra un andlisis de transferencia de Northern de ARN aislados a partir de células CRL 11171
infectadas con VR 2431 (ISU 3927) (calle 1) y aislados a partir de viriones purificados de VR 2431 (ISU 3927) (calle
2);

la Figura 5 muestra un andlisis de transferencia de Northern de ARN intracelulares totales aislados a partir de
células CRL 11171 infectadas con VR 2429 (ISU 22) (calle 1), VR 2430 (ISU 55) (calle 2), VR 2474 (ISU 79) (calle
3), VR 2475 (ISU 1894) (calle 4) y VR 2431 (ISU 3927) (calle 5), respectivamente;

las Figuras 6A y 6B muestran una hibridacién de Northern de ARN totales aislados a partir de células CRL
11171 infectadas con VR 2474 (ISU 79) a diferentes multiplicidades de infeccién (m.d.i.) (A) y ARN poliadenilado
procedente de células infectadas con aislados de PRRSV VR 2430 (ISU 55) y VR 2474 (ISU 79) (B);

las Figuras 7A y 7B muestran un andlisis de transferencia de Northern de ARNm intracelulares totales aislados a
partir de células CRL 11171 infectadas con VR 2475 (ISU 1894) (A) y VR 2474 (ISU 79) (B);

las Figuras 8A y 8B muestran la amplificacién por RT-PCR de las secuencias 5’-terminales de los ARNm sg y 4
de ISU 1894 (calle 1) y los ARNm sg 3, 4 y 4-1 de VR 2474 (ISU 79) (calle 2) (A) donde la calle L es un marcador
de 1 kb; y las secuencias de unién lider-ARNm de los ARNm sg 3 y 4 de VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894)
y del ARNm sg 4-1 de VR 2474 (ISU 79) (B), donde las localizaciones de las secuencias de unién lider-ARNm en
los genomas con respecto al codén de iniciacién de cada ORF se indicaron por niimeros negativos (-) de nucleétidos
cadena arriba de las ORF; y

la Figura 9 muestra el alineamiento de secuencias de las ORF 2 a 7 de VR 2475 (ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79),
donde el codén de iniciacién de cada ORF estd indicado por +>, el codén de terminacién de cada ORF estd indicado
por asteriscos (*), las secuencias de unién lider-ARNm determinadas o previstas estdn subrayadas y las localizaciones
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de las secuencias de unién lider-ARNm con respecto al codén de iniciacion de cada ORF estan indicadas por nimeros
negativos (-) de nucledtidos cadena arriba de cada ORF.

En la presente solicitud, se han determinado las secuencias de nucledtidos de las ORF 2 a 5 de un aislado de
baja virulencia y cuatro aislados distintos de PRSSV de la cepa Iowa con una virulencia “moderada” y elevada.
Basandose en comparaciones de las ORF 2 a 7 de diversos aislados de PRRSYV, el aislado estadounidense menos
virulento conocido VR 2431 (ISU 3927) tiene variaciones de secuencia relativamente altas en las ORF 2 a 4, en
comparacion con las variaciones en otros aislados estadounidenses. Ademds, basandose en el analisis de las secuencias
de las OREF, existen al menos tres genotipos minoritarios dentro del genotipo principal del PRRSV estadounidense.

El andlisis de la secuencia de la proteina de la ORF 5 de diferentes aislados de PRRSV revela tres regiones
hipervariables que contenian sustituciones de aminodcidos no conservadas. Estas regiones son hidréfilas y también
son antigénicas segin se predice por andlisis informatico.

En la presente invencién, un “virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino” o “PRRSV” se refiere a
un virus que produce las enfermedades PRRS, PEARS, SIRS, MSD y/o PIP (el término “PIP” ahora parece estar
en desuso), incluyendo la cepa Iowa de PRRSV, otras cepas de PRRSV encontradas en los Estados Unidos (por
ejemplo, VR 2332), cepas de PRRSV encontradas en Canada (por ejemplo, [AF-exp91), cepas de PRRSV encontradas
en Europa (por ejemplo, virus Lelystad, PRRSV-10) y variantes muy relacionadas de estos virus que pueden haber
surgido y que surgiran en el futuro.

La “cepa Iowa” de PRRSV incluye (a) aislados de PRRSV depositados en la Colecciéon Americana de Cultivo
Tipo por los presentes inventores y/o descritos en esta solicitud y/o en las Solicitudes de Patente de Estados Unidos
con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435, (b) virus de PRRS que producen mds de seis ARNm sg cuando se
cultivan o se someten a pases en células CRL 11171, (c) PRRSV que producen al menos 40% de lesiones pulmonares
macroscopicas o consolidaciéon pulmonar en lechones privados de calostro, nacidos por cesdrea, de 5 semanas de edad,
10 dias después de la infeccidn, (d) un aislado de PRRSV que tiene un genoma que codifica una proteina que tiene la
homologia minima con una ORF de PRRSV descrita en la Tabla 2 presentada mds adelante, y/o (d) cualquier aislado
de PRRSV que tenga las caracteristicas de identificacién de dicho virus.

La vacuna de la presente invencion es eficaz si protege a un cerdo frente a una infeccion por el virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV). Una vacuna protege a un cerdo frente a una infeccién por un PRRSV
si, después de la administracién de la vacuna a uno o mas cerdos no afectados, una exposicién posterior a un aislado
de virus biolégicamente puro (por ejemplo, VR 2385, VR 2386 u otro aislado de virus descrito mds adelante) produce
menos gravedad de cualquier cambio macroscépico o histopatoldgico (por ejemplo, lesiones en el pulmén) y/o de
los sintomas de la enfermedad, en comparacién con los cambios o sintomas producidos tipicamente por el aislado
en cerdos similares que no estdn protegidos (es decir, con respecto a un control apropiado). Mas particularmente,
la eficacia de la vacuna de la presente invencion puede demostrarse administrando la vacuna a uno o mas cerdos
adecuados que la necesitan, y después de un periodo de tiempo apropiado (por ejemplo, 1-4 semanas), exponiendo
a los cerdos a una muestra grande (10*”” TCIDs,) de un aislado de PRRSV biolégicamente puro. Posteriormente, se
extrae una muestra de sangre del cerdo expuesto después de aproximadamente una semana, y se intenta aislar el virus
de la muestra de sangre (por ejemplo, véase el procedimiento de aislamiento de virus ejemplificado en el Experimento
VIII mostrado mds adelante). El aislamiento del virus es una indicacién de que es posible que la vacuna no sea eficaz
y la incapacidad de aislar el virus es una indicacién de que la vacuna puede ser eficaz.

De esta manera, la eficacia de la vacuna de la presente invencién puede evaluarse cuantitativamente (es decir, una
reduccién en el porcentaje de tejido pulmonar consolidado en comparacién con un grupo de control apropiado) o
cualitativamente (por ejemplo, el aislamiento de PRRSV de la sangre, la deteccién del antigeno de PRRSV en una
muestra de tejido de pulmén, amigdala o ganglio linfatico por medio de un método de ensayo de inmunoperoxidasa
[descrito mas adelante], etc.). Los sintomas de la enfermedad reproductiva y respiratoria porcina pueden evaluarse
cuantitativamente (por ejemplo, temperatura/ﬁebre) semicuantitativamente (por ejemplo, gravedad de la insuficiencia
resplratorla [explicado con detalle mds adelante] o cualitativamente (por ejemplo la presencia o ausencia de uno o
mds sintomas o una reduccion en la gravedad de uno o mds sintomas, tal como cianosis, neumonia, lesiones cardiacas
y/o cerebrales, etc.).

Un cerdo no afectado es un cerdo que no se ha expuesto a un agente infeccioso de la enfermedad reproductiva y
respiratoria porcina, o que se ha expuesto a un agente infeccioso de la enfermedad reproductiva y respiratoria porcina
pero no muestra sintomas de la enfermedad. Un cerdo afectado es uno que muestra sintomas de PRRS o a partir del
cual se puede aislar PRRSV.

Los signos clinicos o sintomas de PRRS pueden incluir letargo, insuficiencia respiratoria, palpitaciones (“thum-
ping”) (espiracion forzada), fiebre, pelo dspero, estornudos, tos, edema ocular y ocasionalmente conjuntivitis. Las
lesiones pueden incluir lesiones pulmonares macroscépicas y/o microscopicas, miocarditis, linfadenitis, encefalitis y
rinitis. Ademds, se han encontrado formas menos virulentas y no virulentas de PRRSV y de la cepa Iowa, que pueden
producir una subserie de los sintomas anteriores o no producir ningiin sintoma. Sin embargo, las formas menos viru-
lentas y no virulentas de PRRSV pueden usarse de acuerdo con la presente invencion para proporcionar proteccion
frente a las enfermedades reproductivas y respiratorias porcinas.
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La frase “dcido polinucleico” se refiere a ARN o ADN, asi como al ARNm y ADNc correspondiente o complemen-
tario al ARN o ADN aislado a partir del virus o el agente infeccioso. Una “ORF” se refiere a una fase de lectura abierta,
un segmento que codifica un polipéptido, aislada a partir de un genoma viral, incluyendo el genoma de PRRSV. En el
dcido polinucleico de la presente invencion puede estar incluida una ORF en parte (como un fragmento) o en su totali-
dad, y puede solapar con la secuencia 5’ o 3° de una ORF adyacente (véase, por ejemplo, la Fig. 1 y el Experimento 1
mostrado mas adelante). Un “polinucleétido” es equivalente a un acido polinucleico, pero puede definir una molécula
o grupo de moléculas distinto (por ejemplo, como una subserie de un grupo de 4cidos polinucleicos).

En los Experimentos descritos mas adelante se determinaron el aislamiento, clonacién y secuenciacion de las ORF
2 a 5 de (a) un aislado de PRRSV estadounidense de baja virulencia y (b) dos aislados de PRRSV estadounidense
distintos de virulencia variable. La secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos deducida de estos tres
aislados estadounidenses se compararon con las secuencias correspondientes de otros aislados de PRRSV conocidos
(véase, por ejemplo, la Solicitud de Estados Unidos con el N° de serie 08/301.435). Los resultados indican que existen
variaciones genéticas considerables no sélo entre el PRRSV estadounidense y el PRRSV europeo, sino también entre
los aislados estadounidenses.

La identidad de las secuencias de aminodcidos entre los siete aislados de PRRSV estadounidenses estudiados fue
de 91-99% en la ORF 2, 86-98% en la ORF 3, 92-99% en la ORF 4 y 88-97% en la ORF 5. El aislado estadounidense
menos virulento conocido VR 2431 (ISU 3927) tiene mayores variaciones de secuencia en las ORF 2 a 4 que en las
ORF 5 a7, en comparacién con otros aislados estadounidenses. En la glicoproteina de la envuelta principal codificada
por la ORF 5 se han identificado tres regiones hipervariables que podrian ser antigénicas.

La comparacién por parejas de las secuencias de las ORF 2 a 7 y el andlisis de arbol filogenético implicaba la
existencia de al menos tres grupos de variantes de PRRSV (o genotipos minoritarios) dentro del genotipo principal de
PRRSYV estadounidense. El aislado estadounidense menos virulento conocido forma una rama distinta de otros aislados
estadounidenses con diferente virulencia. Los resultados de ese estudio tienen implicaciones para la taxonomia del
PRRSV y el desarrollo de vacunas.

En un experimento adicional, se caracterizaron los ARNm sg en células infectadas con PRRSV. Los datos demos-
traron que en células infectadas con diferentes aislados de PRRSV se forma una serie anidada 3’-coterminal de seis
o siete ARNm sg. Sin embargo, a diferencia de algunos de los coronavirus y alfavirus, los ARNm sg de PRRSV no
se empaquetan en el virién, y s6lo se detectaba el ARNm genémico de PRRSV en viriones purificados. También se
observaron variaciones en los nimeros de ARNm sg entre diferentes aislados de PRRSV con diferente virulencia.
Un andlisis adicional de la secuencia de las ORF 2 a 7 de dos aislados estadounidenses y su comparacién con el LV
europeo revelan la naturaleza heterogénea de las secuencias de unién lider-ARNm de PRRSV.

Como se demuestra en el Experimento 2 mostrado mds adelante, se forma una serie anidada 3’-coterminal de seis
o mas ARNm sg en células infectadas con diferentes aislados de PRRSV. La presencia de una serie anidada de ARNm
sg también indica que el PRRSV estadounidense, a diferencia del aislado europeo conocido como virus Lelystad
(LV), pertenece a la familia Arteriviridae propuesta recientemente que incluye LDV, EAV y SHFV. El andlisis de
transferencia de Northern con sondas con especificidad de ORF indica que la estructura del ARNm sg de PRRSV es
policistrénico, y cada uno de los ARNm sg con la excepcion del ARNm sg 7 contiene multiples ORF. Por lo tanto, la
secuencia de cada ARNm sg estd contenida dentro de la parte 3’ del siguiente ARNm sg mds grande, y no todos los
extremos 5’ de los ARNm sg solapan con las secuencias de los ARNm sg mds pequefios.

Sin embargo, no hay una correlacién aparente entre los nimeros de ARNm sg y la neumovirulencia viral. Se
descubrié que una especie adicional, ARNm sg 4-1, contenia una ORF pequefia (ORF 4-1) con una capacidad de
codificacién de 45 aminodcidos en su extremo 5°.

En el Experimento 2 mostrado mds adelante se demuestra que los ARNm sg de PRRSV no se empaquetan en los
viriones. El hecho de que los ARNm sg se empaqueten en viriones puede depender de si los ARNm sg contienen una
sefial de empaquetamiento. Como los ARNm sg de PRRSV no se empaquetan en viriones, probablemente la sefial de
encapsidacién de PRRSV se localiza en la regién de la ORF 1 que es tnica para el genoma viral, pero que no esta
presente en los ARNm sg.

En el Experimento 2 mostrado mds adelante se determinan los segmentos de unién (las secuencias de unién lider-
ARNm) de los ARNm sg 3 y 4 de dos aislados estadounidenses de PRRSV, VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU
1894). El conocimiento de las identidades de las secuencias de unién lider-ARNm proporciona medios para producir
eficazmente (a) virus quiméricos a usar como un clon infeccioso y/o como una vacuna, y (b) vectores para insertar
o “lanzar” uno o mds genes en un hospedador infectable adecuado. Se conocen métodos para disefiar y producir
estos virus quiméricos, clones infecciosos y vectores (véase, por ejemplo, Sambrook et al, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, 2* ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York).

La secuencia de unién lider-ARNm de los ARNm sg 3 y 4 de los dos aislados son diferentes (TTGACC para el
ARNm 4-1 de ISU 79, GTAACC para el ARNm 3 y TTCACC para el ARNm 4). La mayoria de las diferencias de
nucledtidos en las uniones estin presentes en los 3 primeros nucleétidos. Los tltimos 3 nucledtidos son invariables, lo
que sugiere que la union de la secuencia lider a los cuerpos de los ARNm sg se produce dentro del extremo 5’ de la
secuencia de unién lider-ARNm. Se han notificado observaciones similares para LV, EAV y LDV.
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La adquisicién del ARNm sg 4-1 adicional en el aislado VR 2474 (ISU 49) se debe a una sola sustitucién de
nucledtidos que genera una nueva secuencia de union lider-ARNm. Esta sustitucion se produce en el dltimo nucleétido
del segmento de unioén, lo que sugiere que el ultimo nucleétido del motivo de unién lider-ARNm es critico para la unién
del lider y para el inicio de la transcripcidn.

Aunque la homologia de secuencia entre el lider y las regiones intergénicas de los coronavirus condujo a la hi-
pétesis de que la formacion de pares de bases podria ser esencial en la transcripcion cebada por el lider, no se ha
documentado ninguna prueba experimental de la necesidad de formacién de pares de bases en la transcripcion de los
ARNm sg. Por ejemplo, atin no se conoce la secuencia en el extremo 3’ del lider de los coronavirus y arterivirus que
estd implicada en el proceso de fusidn.

Varias lineas de evidencia confirman el mecanismo de transcripcién cebado por lider para los coronavirus, pero la
presencia de ARNm sg de cadena negativa e intermedios replicativos sg (IR sg) en células infectadas con coronavirus
sugiere que el mecanismo implicado en la sintesis del ARNm sg es mas complejo que la simple formacién de pares
de bases de la secuencia lider con una secuencia de unién. Sin embargo, no se han detectado ARNm sg de cadena
negativa en arterivirus, excepto en LDV, y sé6lo se han detectado IR sg en células infectadas con EAV. Por lo tanto, la
sintesis de ARNm sg en arterivirus, y particularmente en PRRSV, puede ser menos complicada que en coronavirus.

El andlisis de la secuencia de las ORF 2 a 7 de dos aislados de PRRSV estadounidenses y la comparacién de la
secuencia con LV revela la heterogeneidad de las secuencias de unién lider-ARNm. La presencia de los motivos de
unién lider-ARNm en las posiciones que no corresponden a un ARNm sg suscita la cuestion de si el tramo corto de
sélo seis nucledtidos que esta conservado en la secuencia lider y de unién en los genomas de PRRSV y otros arterivirus
es suficiente para conseguir una unién eficaz del lider a estos sitios de unién especifica cadena arriba de las ORF. Esta
discrepancia aparente, sin embargo, puede explicarse por las dos siguientes posibilidades.

En primer lugar, es de esperar que otros elementos estructurales, tales como estructuras secundarias o las secuencias
que rodean al segmento de unién lider-ARNm, estén implicados en la fusién (unién) del lider a los sitios especificos.
Se ha demostrado que, en MHYV, la secuencia que flanquea la secuencia consenso (secuencia de unién lider-ARNm)
de UCUAAAC afecta a la eficacia de la transcripcién de ARN de DI sg, y que la secuencia consenso era necesaria
pero no suficiente en y por si misma por la sintesis del ARNm de DI

En segundo lugar, la distancia entre dos regiones de unién lider-ARNm puede afectar a la transcripcion de los
ARNm sg. Se ha demostrado que la regién de unién lider-ARNm cadena abajo era supresora de la sintesis de ARN
de DI sg de MHV a partir de la regién de unién lider-ARNm cadena arriba. La supresion era significativa cuando la
separacion de las dos secuencias de unién lider-ARNm era menor de 35 nucleétidos. Sin embargo, no se observaba
una inhibicién significativa de la sintesis de ARN de DI sg mas grande (a partir de la secuencia de unién lider-
ARNm cadena arriba) cuando las dos regiones de unién lider-ARNm estaban separadas por mds de 100 nucle6-
tidos.

Los resultados experimentales presentados previamente son coherentes con las observaciones notificadas en el
Experimento 2 presentado mds adelante, donde se observa una especie adicional de ARNm sg 4-1, ademds del ARNm
sg 4, en algunos de los aislados de PRRSV. Las secuencias de unién lider-ARNm de los ARNm sg 4 y 4-1 en la cepa
TIowa de PRRSV estdn separadas por aproximadamente 226 nucledtidos. Por lo tanto, la sintesis del ARNm sg 4-1
de mayor tamafio a partir de la secuencia de unién lider-ARNm cadena arriba no se reprime por la presencia de la
secuencia de union lider-ARNm 4 cadena abajo.

Por el contrario, se encontraron multiples posibles secuencias de unién lider-ARNm en diferentes posiciones ca-
dena arriba de las ORF 3, 5, 6 y 7, pero no habia ningiin ARNm sg correspondiente a estos motivos de unién lider-
ARNmMm en el andlisis de transferencia de Northern. La mayoria de estas secuencias de unién lider-ARNm estén sepa-
radas por menos de 50 nucleétidos desde la regién de unién lider-ARNm cadena abajo, con la excepcién de la ORF
7 (en la que las dos posibles secuencias de unién lider-ARNm estdn separadas por 114 nucleétidos). Sin embargo, el
ARNm sg 7 en el andlisis de transferencia de Northern mostré una banda muy difusa. Por lo tanto, la transcripcién
del ARNm sg 7 de mayor tamafio a partir de la secuencia de unién lider-ARNm cadena arriba puede no reprimirse
de forma significativa por la secuencia de unién cadena abajo, pero no se puede distinguir ficilmente del ARNm sg 7
abundante por andlisis de transferencia de Northern.

En la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de serie 08/301.435 se describen con detalle las ORF 2-
7 del aislado del PRRSV purificado en placa ISU-12 (depositado el 30 de octubre de 1992 en la Coleccién Ame-
ricana de Cultivos Tipo, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, Estados Unidos, con los nimeros de
acceso VR 2385 [purificacién en placa 3 veces] y VR 2386 [no purificado en placa] y las ORF 6-7 de los aisla-
dos de PRRSV ISU-22, ISU-55, ISU-3927 (depositados el 29 de septiembre de 1993 en la Coleccién Americana
de Cultivos Tipo con los nimeros de acceso VR 2429, VR 2430 y VR 2431, respectivamente), ISU-79 e ISU-1894
(depositados el 31 de agosto de 1994 en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo con los nimeros de acceso VR
2474 y VR 2475, respectivamente). Sin embargo, las técnicas usadas para aislar, clonar y secuenciar estos genes tam-
bién pueden aplicarse al aislamiento, clonacién y secuenciacidon de los dcidos polinucleicos genémicos de cualquier
PRRSV.
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Por ejemplo, pueden disefiarse cebadores para obtener cantidades relativamente grandes de ADN por la reaccién
en cadena de la polimerasa (y si se desea, para obtener ARN por transcripcion y/o proteinas por traduccién de acuerdo
con métodos in vivo o in vitro conocidos) basandose en la informacién de secuencia cuando se ha determinado mas
de una secuencia obtenida a partir de un genoma de PRRSV (por ejemplo, las ORF 2-7 de VR 2385, VR 2429, VR
2430, VR 2431, VR 2474, VR 2475 (ISU 1894), VR 2332 y virus Lelystad). A partir de las secuencias determinadas
se selecciona una regién con una longitud de aproximadamente 15 a 50 nucleétidos que tenga una identidad de al
menos 80% y preferiblemente de al menos 90%. Como base para preparar un cebador selectivo para una amplificacién
selectiva del acido polinucleico de una cepa o tipo de PRRSV con respecto a otro (por ejemplo, para el diagndstico
diferencial de las cepas de PRRSV norteamericanas y europeas) puede usarse una region en la que se produce una
delecion en una de las secuencias (por ejemplo, de al menos 5 nucleétidos).

Una vez que el acido polinucleico genémico se ha amplificado y clonado en un hospedador adecuado por méto-
dos conocidos, los clones pueden seleccionarse con una sonda disefiada basdndose en la informacién de secuencia
descrita en la presente memoria. Por ejemplo, se selecciona una regién de aproximadamente 50 a aproximadamente
500 nucleétidos de longitud basdndose en un alto grado de identidad (por ejemplo, de al menos 90%) entre dos o mas
secuencias (por ejemplo, en las ORF 6-7 de las cepas Iowa de PRRSV descritas en el Experimento III mostrado mas
adelante) y se prepara un polinucleétido de longitud e identidad de secuencia adecuada por métodos conocidos (tales
como sintesis automdtica o restriccion de un fragmento adecuado a partir de un acido polinucleico que contiene la
region seleccionada, amplificacién por PCR usando cebadores que hibridan especificamente con el polinucleétido y
aislamiento por electroforesis). El polinucle6tido puede marcarse, por ejemplo con 3P (para la identificacién radio-
métrica) o con biotina (para deteccion por fluorometria). La sonda después se hibrida con los 4cidos polinucleicos de
los clones y se detecta de acuerdo con métodos conocidos.

Los presentes inventores han descubierto que una o mds de las ORF 2-4 pueden estar relacionadas con la virulencia
de PRRSV. Por ejemplo, al menos un aislado de PRRSV que muestra una virulencia relativamente baja también parece
tener una delecién en la ORF 4 (véanse, por ejemplo, los Experimentos VIII-XI en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos con el N° de Serie 08/301.435). Ademads, el aislado menos virulento conocido (VR 2431) muestra un grado
relativamente alto de varianza en la informacién tanto de las secuencias de nucleétidos como de la secuencia de
aminodcidos en las ORF 2-4, en comparacién con otros aislados de PRRSV estadounidenses.

En una realizacién, la presente invencion se refiere a un 4cido polinucleico obtenido a partir de un aislado de
PRRSV que confiere proteccién inmunogénica directa o indirectamente contra una exposicion posterior a un PRRSV,
pero en el que el 4cido polinucleico se ha delecionado o mutado en un grado que haria a un PRRSV que contiene el 4ci-
do polinucleico menos virulento (es decir, un fenotipo de “baja virulencia” (Iv); véase la explicacién correspondiente
en la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435) o sin virulencia (un denominado “mutante
de delecién”). Preferiblemente, una o mas de las ORF 2-4 se delecionan o mutan en tal medida que un virus de PRRS
se vuelve no virulento. Sin embargo, en el dcido polinucleico de la presente invencidn puede ser deseable conservar
regiones de una o mds de las ORF 2-4 que (i) codifiquen un fragmento peptidico antigénico y/o inmunoprotector y
que (ii) no confieran virulencia a un virus de PRRS que contiene el 4cido polinucleico.

La presente invencién también incluye un PRRSV per se en el que una o mds de las ORF 2-4 se han delecionado
o mutado en tal medida que se vuelve poco virulento o no virulento. Dicho virus es util como una vacuna o como un
vector para transformar un hospedador adecuado (por ejemplo, MA-104, PSP 36, CRL 11171, MARC-145 o células
de macréfagos alveolares porcinos) con un gen heterélogo. Los genes heter6logos preferidos que pueden expresarse
usando el mutante de delecion de la presente invencioén pueden incluir los que codifican una proteina o un antigeno
distinto del antigeno del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (por ejemplo, proteinas y/o antigenos
que contienen polipéptidos del virus de la seudorrabia y/o del virus de la gripe porcina, una hormona de crecimiento
porcina, etc.) o un adyuvante basado en polipéptidos (tal como los descritos en la Solicitud de Patente de Estados
Unidos con el N° de Serie 08/301.435 para una composicioén de vacuna).

En ciertas realizaciones también puede ser deseable que el 4cido polinucleico de la presente invencién contenga,
por ejemplo, la region 3’ terminal de una ORF de PRRSV (por ejemplo, con una longitud de 200 a 700 nucledti-
dos), de la que al menos parte puede solapar con la regién 5’ de la ORF inmediatamente cadena abajo. De forma
similar, cuando la regién 3’ terminal de una ORF puede solapar con la regién 5’ terminal de ORF cadena aba-
jo inmediata, puede ser deseable conservar la regién 5° de la ORF que solapa con la ORF inmediatamente cadena
abajo.

Los presentes Inventores también han descubierto que la ORF 5 en el genoma de PRRSV parece estar relacionada
con la replicacién del virus en células hospedadoras de mamifero capaces de mantener un cultivo mientras estin
infectadas con PRRSV. Por consiguiente, la presente invencién también se refiere a dcidos polinucleicos obtenidos
a partir de un genoma de PRRSV en el que la ORF 5 puede estar presente en multiples copias (un denominado
“mutante de superproduccién”). Por ejemplo, el dcido polinucleico de la presente invencion puede contener al menos
dos y mas preferiblemente de 2 a 10 copias de la ORF 5 de un aislado de PRRSV de fenotipo de alta replicacién
(hr).

De manera interesante, el aislado de PRRSV VR 2385 (ISU-12) tiene un niimero sorprendentemente grande de
posibles codones de iniciacidn (secuencias ATG/AUG) cerca del extremo 5’ de la ORF 5, posiblemente indicando
sitios de inicio alternos de este gen. De esta manera, pueden existir formas alternas de la proteina codificada por
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la ORF 5 de un aislado de PRRSV, particularmente cuando las ORF alternas codifican una proteina que tiene un
peso molecular similar al determinado experimentalmente (por ejemplo, con una longitud de aproximadamente 150
a aproximadamente 250 aminodcidos). La regién codificante mds probable para la ORF 5 de VR 2385 (ISU-12) se
indica en la Figura 1.

Se pueden preparar mutantes de delecién y superproduccién de acuerdo con métodos conocidos. Por ejemplo,
se puede preparar un dcido polinucleico mutante que contiene un cambio “silencioso” o degenerado en la secuen-
cia de una regién que codifica un polipéptido. Por medio de la seleccién y obtencién de una mutacién degenerada
apropiada, se puede sustituir una secuencia de dcido polinucleico reconocida por una enzima de restriccién conocida
(véase, por ejemplo, el Experimento 2 mostrado mas adelante). De esta manera, si se realiza una mutacién silencio-
sa, degenerada en uno o dos de los extremos 3’ de una ORF y el extremo 5’ de una ORF cadena abajo, se puede
insertar un acido polinucleico sintético (un denominado “casete’) que puede contener un 4cido polinucleico que co-
difica una o multiples copias de un producto proteico de la ORF 5 hr de un PRRSV u otra proteina de la envuelta
viral y/o un fragmento antigénico de una proteina de PRRSV. El “casete” puede ir precedido por un codén de ini-
ciacién adecuado (ATG) y puede terminarse convenientemente con un codon de terminacién en el extremo 3’ (TAA,
TAG o TGA). Por supuesto, puede insertarse una secuencia oligonucleotidica que no codifica un polipéptido o, como
alternativa, es posible no insertar ningin casete. Al hacer esto, se puede proporcionar un denominado mutante de
delecion.

El presente polipéptido aislado y/o purificado puede ser uno o més codificados por una “mutacién de baja vi-
rulencia” de una o mds de las ORF 2, 3 y 4 de VR 2430 (ISU-55) (o un fragmento de baja virulencia del mismo
con una longitud de al menos 5 aminodcidos) donde una o mds de las posiciones 12-14 del polipéptido codificado
por la ORF 2 son RGV (donde “R”, “G” y “V” son las abreviaturas de una letra para los aminoacidos correspon-
dientes), las posiciones 44-46 son LPA, la posicién 88 es A, la posicion 92 es R, la posicién 141 es G, la posicién
es 183 es H, la posicién 218 es S, la posicién 240 es S y las posiciones 252-256 son PSSSW, o cualquier combi-
nacién de las mismas. Otras identidades de restos aminoacidicos que pueden combinarse adicionalmente con una
o mas de las identidades de posiciones de aminodcidos anteriores incluyen las de la posicién 174 (I) y la posicién
235 (M).

El polipéptido aislado y/o purificado de la presente invencién también puede ser uno codificado por una ORF 3 de
VR 2430 (ISU-55) en el que una o mas de las identidades de aminodcidos especificadas puede seleccionarse entre las
de las posiciones 11 (L), 23 (V), 26-28 (TDA), 65-66 (QI), 70 (N), 79 (N), 93 (T), 100-102 (KEV), 134 (K), 140 (N),
223-227 (RQRIS), 234 (A) y 235 (M), o cualquier combinacién de las mismas, que pueden combinarse adicionalmente
con una o mas de las posiciones 32 (F), 38 (M), 96 (P), 143 (L), 213-217 (FQTS), 231 (R) y 252 (A).

El polipéptido aislado y/o purificado de la presente invencién también puede ser uno codificado por la ORF 4 de
VR 2430 (ISU-55) en el que una o mas de las identidades de aminoacidos especificadas pueden seleccionarse entre
las de las posiciones 13 (E), 43 (N), 56 (G), 58-59 (TT), 134 (T), 139 (I) y cualquier combinacién de las mismas, que
pueden combinarse adicionalmente con una o mas de las posiciones 2-3 (AA), 51 (G) y 63 (P).

Preferiblemente el 4dcido nucleico de la presente invencion codifica al menos una regién antigénica de una proteina
de la membrana (de la envuelta) de PRRSV. Més preferiblemente, el dcido nucleido de la presente invencién codi-
fica una regién hipervariable de un producto proteico de la ORF 5 de PRRSV (véase la descripcion presentada mas
adelante) o (b) contiene al menos una copia del gen de la ORF 5 de un aislado de fenotipo de alta virulencia (hv) de
PRRSV (véase la descripcion de “fenotipo de hv” en la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie
08/301.435) y un fragmento, regién o secuencia suficientemente larga de al menos una de las ORF-2, ORF-3, ORF-4,
ORF-5 y/u ORF-6 del genoma de un aislado de PRRSV para codificar una regién antigénica de la proteina o proteinas
correspondientes y estimular de forma eficaz la proteccidn contra una exposicién posterior, por ejemplo, a un aislado
de PRRSV de fenotipo de hv.

En el dcido polinucleico de la presente invencidn puede estar contenida al menos una proteina de la envuelta entera
codificada por la ORF-2, ORF-3 u ORF-5 de un PRRSYV, y el dcido polinucleico de la presente invencién excluye
o modifica una parte suficientemente larga de una de las ORF 2-4 procedente de un PRRSV para proporcionar un
PRRSV que la contenga con baja virulencia o sin virulencia.



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326 703 T3

Otra realizacion preferida de la presente invencién incluye un polinucleétido que codifica una secuencia de ami-
nodcidos de una region hipervariable de la ORF 5 de PRRSV. De esta manera, estos polinucleétidos codifican una (o
mas) de las siguientes secuencias de aminodcidos:

TABLA 1
Regioén Hipervariable 1 Region Hipervariable 2 Regioén Hipervariable 3
(posiciones 32-38) (posiciones 57-66) (posiciones 120-128)
NGNSGSN ANKFDWAVET LICFVIRLA
SNDSSSH ANKFDWAVEP LTCTVIRFA
SSSNSSH AGEFDWAVET LICFVIRFT
SANSSSH ADKFDWAVEP LACFVIRFA
HSNSSSH ADRFDWAVEP LTCFVIRFV
SNSSSSH SSHFGWAVET LTCHIIRFA
NNSSSSH FICFVIRFA
NGGDSST (Y) FVCFVIRAA

En esta realizacidn, el polinucleétido puede codificar secuencias de aminodcidos adicionales de una ORF 5 de
PRRSV (como se describe en la Figura 3 o en las Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie
08/131.625 0 08/301.435), siempre que se incluyan una o mas de las regiones hipervariables en las posiciones 32-38,
57-66 y/o 120-128. (La presente invencidn excluye especificamente las proteinas y polinucleétidos de la ORF 5 de LV
y VR 2332).

La presente invencion también puede referirse a una preparacion purificada que puede comprender, consistir esen-
cialmente en o consistir en un dcido polinucleico, un vector de expresion o un pladsmido que tiene una secuencia de la
féormula (V)

S—e-{—-1-k=-¢&-3

donde &, que esta presente opcionalmente, es una secuencia polinucleotidica 5° terminal que proporciona un medio
para expresar operativamente los polinucleétidos a, 8, v y d; £ es un polinucleétido de la férmula KTVACC, donde K
esT,GoU,y VesA, GoC;es un polinucleétido que tiene como maximo aproximadamente 130 (preferiblemente
como maximo 100) nucleétidos de longitud; « es un polinucleétido que comprende uno o mas genes seleccionados
entre el grupo consistente en un marcador o gen indicador convencional, «, 8, y y las combinaciones de los mismos
unidas operativamente, donde « codifica dicho al menos un polipéptido y B es al menos una copia de una ORF 5 de
una cepa Iowa de PRRSV o un fragmento antigénico de la misma (por ejemplo, una o mds regiones hipervariables),
preferiblemente una copia de longitud completa procedente de un fenotipo de alta replicacién (hr); y y codifica al
menos un polipéptido o fragmento antigénico del mismo codificado por un polinucleétido seleccionado entre el grupo
consistente en la ORF 6 y ORF 7 de una cepa lowa de PRRSV vy regiones de las mismas que codifican el fragmento
antigénico; y &, que estd presente opcionalmente, es una secuencia polinucleotidica 3’ terminal que no reprime la
expresion operativa de los polinucleétidos a, B, y y 6, y que puede estar unida operativamente a & (por ejemplo, en un
pldsmido), donde el 4cido polinucleico no consiste en la secuencia mostrada en la SEC ID N°: 13 del documento WO
96/06619.

Los genes marcadores o indicadores adecuados, incluyen, por ejemplo, los que proporcionan resistencia a un
antibidtico tal como neomicina, eritromicina o cloranfenicol; los que codifican una enzima detectable conocida tal
como la B-lactamasa, DHFR, peroxidasa de rdbano picante, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, fosfatasa alcalina y
enzimas descritas en la Patente de Estados Unidos 4.190.496, col. 32, linea 33 hasta col. 38, linea 44 (incorporada en
la presente memoria como referencia), etc.; y los que codifican un anticuerpo conocido (por ejemplo, IgG de ratén, IgG
de conejo, IgG de rata, etc.) o una proteina antigénica conocida tal como la Proteina A, Proteina C, albimina de suero
bovino (BSA), hemocianina de lapa californiana (KLH), gammaglobulina bovina (BGG), lactalbimina, polilisina,
poliglutamato, lectina, etc.

El polinucleétido preferiblemente es una secuencia polinucleotidica con una homologia de al menos 80% con una
secuencia polinucleotidica procedente de un genoma de PRRSV localizado entre una secuencia de union lider-ARNm
y el codén de iniciacién de la ORF inmediatamente cadena abajo. “Aproximadamente 130” nucleétidos de longitud
se refiere a una longitud del polinucleétido que no afecta adversamente a la expresion operativa de k. Por ejemplo, en
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ISU 79, puede encontrarse una secuencia de unién lider-ARNm que no reprime la expresion de la ORF 7 129 bases
cadena arriba del coddn de iniciacién de la ORF 7 (véase el Experimento 2 mostrado més adelante). Pueden deducirse
secuencias ilustrativas adecuadas para el polinucleétido L a partir de la secuencia mostrada en las Figs. 1 y 9.

El 4cido polinucleico de la presente invencién también puede comprender, consistir esencialmente o consistir en
combinaciones de las secuencias anteriores, como una mezcla de polinucleétidos o unidas covalentemente en una
configuracién de cabeza a cola (con sentido-antisentido) o de cabeza a cabeza. En la presente invencién también se
incluyen 4cidos polinucleicos complementarios a las secuencias anteriores y combinaciones de los mismos (4cido
polinucleico antisentido). De esta manera, ademds de poseer copias miltiples o variantes de la ORF 5, el dcido poli-
nucleico de la presente invencion también puede contener copias multiples o variantes de una o mas de las ORF 1-7,
incluyendo regiones antigénicas o hipervariables de la ORF 5 de la cepa Iowa de PRRSV.

De forma similar a los métodos descritos anteriormente y en los Experimentos descritos més adelante y en la Soli-
citud de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435, se puede preparar una biblioteca de
clones recombinantes (por ejemplo, usando E. coli como hospedador) que contenga fragmentos de restriccion prepara-
dos de forma adecuada de un genoma de PRRSV (por ejemplo, insertados en un plasmido apropiado expresable en el
hospedador). Los clones después se exploran con una sonda adecuada (por ejemplo, basada en una secuencia conser-
vada de las ORF 2-3; véase, por ejemplo, la Figura 22 de la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie
08/301.435). Después, los clones positivos pueden seleccionarse y desarrollarse hasta un nivel apropiado. Los dcidos
polinucleicos después pueden aislarse a partir de los clones positivos de acuerdo con métodos conocidos. Después,
puede disefiarse un cebador adecuado para la PCR y prepararse como se ha descrito anteriormente para amplificar la
region deseada del dcido polinucleico. El dcido polinucleico amplificado después puede aislarse y secuenciarse por
métodos conocidos.

En el contexto de la presente solicitud, “homologia” se refiere al porcentaje de restos nucleotidicos o aminoacidi-
cos idénticos en las secuencias de dos o mds virus, alineadas de acuerdo con un método convencional para determinar
la homologia (por ejemplo, los programas informaticos MACVECTOR o GENEWORKS, alineados con el procedi-
miento descrito en el Experimento III en la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435).

Preferiblemente, el 4cido polinucleico aislado de la presente invencidn codifica una proteina, polipéptido o frag-
mento antigénico del mismo que tiene una longitud de al menos 10 aminoécidos y en el que ciertos aminodcidos no
homdlogos que no son esenciales para la antigenicidad pueden estar sustituidos de forma conservativa. Un resto ami-
noacidico en una proteina, polipéptido o fragmento antigénico del mismo estd sustituido de forma conservativa si se
reemplaza por un miembro de su grupo de polaridad como se define a continuacion:

Aminodacidos Bdsicos:

lisina (Lys), arginina (Arg), histidina (His)

Aminoacidos Acidos:

acido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu), asparagina (Asn), glutamina (Gln)

Aminodcidos hidréfilos, no iénicos:

serina (Ser), treonina (Thr), cisteina (Cys), asparagina (Asn) y glutamina (Gln)

Aminoacidos que contienen azufre:

cisteina (Cys), metionina (Met)

Aminoacidos hidréfobos aromaticos:

fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr), triptéfano (Trp)

Aminoacidos no aromdticos, hidréfobos:

glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (Ile) y prolina (Pro)

Mais particularmente, el 4cido polinucleico de la presente invencidn codifica una o més de las proteinas codificadas
por la segunda, tercera, cuarta o quinta fases de lectura abierta (ORF 2-5) del aislado de PRRSV.

Las ORF 6 y 7 no son candidatos probables para controlar los fenotipos de virulencia y replicaciéon de PRRSYV,
ya que las secuencias de nucleétidos de estos genes estdn muy conservadas entre los aislados de alta virulencia (hv)
y de baja virulencia (Iv) (véase el Experimento III de la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie
08/301.435). Sin embargo, la ORF 5 en los aislados de PRRSV parece estar menos conservada entre los aislados de
alta replicacion (hr) y de baja replicacion (Ir). Por lo tanto, se cree que la presencia de una ORF 5 procedente de un
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aislado de PRRSV hr en el 4dcido polinucleico de la presente invencién mejorard la produccién y expresion de una
vacuna recombinante producida a partir del dcido polinucleico.

Ademis, la ORF 5 de PRRSV contiene tres regiones hipervariables hidréfilas asociadas tipicamente con la antige-
nicidad en un polipéptido.

Se prefiere que el acido polinucleico de la presente invencion, cuando se usa con fines inmunoprotectores (por
ejemplo, en la preparacién de una vacuna) contenga al menos una copia de la ORF 5 de VR 2430 (ISU-55) (es
decir, un aislado que se desarrolla hasta un titulo de 10°-107 TCIDs, en, por ejemplo, células CRL 11171; véanse
también las descripciones de los Experimentos VIII-XI de la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de
Serie 08/301.435).

Por otra parte, el aislado de 1v VR 2431 parece ser un mutante de delecion, en relacion a los aislados de hv (véanse
los Experimentos III y VIII-XI de la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435). La
delecion parece estar en la ORF 4, basdndose en el andlisis de transferencia de Northern. Por consiguiente, cuando
se usa con fines inmunoprotectores, el dcido polinucleico de la presente invencién preferiblemente no contiene una
regién de ORF 4 de un aislado de hv responsable de alta virulencia; y, mds preferiblemente, excluye la regién de la
OREF 4 que no solapa con las ORF 3 y 5 adyacentes.

También se sabe (al menos en el caso de PRRSV) que ni la proteina de la nucleocédpsida ni los anticuerpos contra
la misma confieren proteccién inmunolégica contra PRRSV a los cerdos. Por consiguiente, el dcido polinucleico de la
presente invencion, cuando se usa con fines inmunoprotectores, puede contener una o mas copias de una o mas regiones
de las ORF 2, 3, 4, 5 y 6 de un aislado de PRRSV que codifica una regién antigénica de la proteina de envuelta viral,
pero que no produce los sintomas o cambios histopatoldgicos asociados con PRRS cuando se administra a un cerdo.
Preferiblemente, esta region presenta reaccién inmunoldgica cruzada con anticuerpos contra la proteina de la envuelta
de otros aislados de PRRSV.

De forma similar, la proteina codificada por el dcido polinucleico de la presente invencién confiere proteccién
frente a PRRS a un cerdo al que se le ha administrado una composicién que comprende la proteina, y los anticuerpos
contra esta protefna presentan reaccion inmunolégica cruzada con las proteinas de la envuelta de otros aislados de
PRRSV.

Pueden usarse segmentos relativamente cortos de dcido polinucleico (de aproximadamente 20 pb o de mayor
longitud) en el genoma de un virus para seleccionar o identificar muestras de tejidos y/o fluidos biolégicos a partir de
animales infectados, y/o identificar virus relacionados, por métodos descritos en este documento y conocidos por los
especialistas habituales en los campos del diagndstico veterinario y viral y la medicina veterinaria.

Otra realizacién de la presente invencion se refiere a una o mas proteinas o fragmentos antigénicos de las mismas
procedentes de VR 2430 (ISU-55).

Como se ha descrito anteriormente, un fragmento antigénico de una proteina procedente de un virus de PRRS
tiene una longitud de al menos 5 aminoécidos, de una forma particularmente preferible de al menos 10 aminoacidos,
y proporciona o estimula una respuesta inmunolégicamente protectora en un cerdo al que se le ha administrado una
composicién que contiene el fragmento antigénico.

Los especialistas habituales en la técnica conocen métodos para determinar la parte antigénica de una proteina
(véase la descripcion anterior). Ademads, también se puede determinar un fragmento antigénico esencial de una proteina
demostrando primero que la proteina de longitud completa es antigénica en un animal hospedador (por ejemplo, un
cerdo). Si la proteina atin es antigénica en presencia de un anticuerpo que se une especificamente a una regién o
secuencia particular de la proteina, entonces esa region o secuencia puede no ser esencial para la inmunoproteccion.
Por otra parte, si la proteina ya no es antigénica en presencia de un anticuerpo que se une especificamente a una regién
o secuencia particular de la proteina, entonces esa regioén o secuencia se considera esencial para la antigenicidad.

Se han identificado tres regiones hipervariables en la ORF 5 del PRRSV comparando las secuencias de aminod-
cidos del producto de la ORF 5 de todos los aislados de PRRSV disponibles (véase, por ejemplo, la Fig. 2D). Las
variaciones de aminodcidos en estas tres regiones son significativas y no se conservan estructuralmente (Fig. 2D).
Las tres regiones hipervariables son hidréfilas y antigénicas. De esta manera, estas regiones probablemente se ex-
pondrédn a la membrana viral y de esta forma estardn bajo presion de seleccién inmune del hospedador. Las regiones
hipervariables se consideran determinantes antigénicos en la proteina de la envuelta de ORF 5.

La presente invencién también se refiere a una proteina o fragmento antigénico de la misma codificado por uno
o mds de los dcidos polinucleicos definidos anteriormente. Las proteinas y fragmentos antigénicos de la presente
invencién son utiles para inmunizar cerdos contra PRRSV, en ensayos serolégicos para seleccionar cerdos para la
exposicion o infeccién por PRRSV (particularmente la cepa lowa de PRRSV), etc.

La proteina de la presente invencién puede seleccionarse entre el grupo consistente en las proteinas codificadas por
las ORF 2-5, ISU-55 (VR 2430); y regiones antigénicas de al menos una de estas proteinas que tienen una longitud de 5
aminodcidos a menos de la longitud completa de la proteina. Preferiblemente, la proteina de la presente invencion tiene
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una secuencia codificada por una ORF seleccionada entre el grupo consistente en las ORF 2-5 de VR 2430 (véase, por
ejemplo, la Fig. 2A-D); variantes de la misma que proporcionan proteccién inmunoldgica eficaz a un cerdo al que se le
ha administrado y donde existen de 1 a 100 (preferiblemente de 1 a 50 y mds preferiblemente de 1 a 25) deleciones en
la secuencia de aminodcidos; y fragmentos antigénicos de la misma con una longitud de al menos y preferiblemente
al menos 10 aminodcidos que proporcionan proteccién inmunolégica eficaz a un cerdo al que se le ha administrado.

Mas preferiblemente, la variante de proteina o fragmento de proteina de la presente invencion tiene una afinidad
de unién (o constante de asociacién) de al menos 1% y preferiblemente al menos 10% de la afinidad de unién de la
proteina natural de longitud completa correspondiente a un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la
proteina natural de longitud completa (es decir, la proteina codificada por una ORF de PRRSV).

La presente invencién también se refiere a un método para producir un polipéptido que comprende expresar el
dcido polinucleico de la presente invencion en un sistema de expresion operativo, y purificar el polipéptido expresado
a partir del sistema de expresion. Los sistemas de expresién adecuados incluyen los usados convencionalmente para
la expresion in vivo o in vitro de proteinas y polipéptidos, tales como el sistema de reticulocitos de conejo para la
expresion in vitro, y para la expresion in vivo, un PRRSV quimérico o modificado (usado para infectar una linea de
células hospedadoras infectable, tal como MA-104, CRL 11171, PSP-36, PSP-36-SAH, MARC-145 y macréfagos
alveolares porcinos), o un vector de expresion convencional que contiene el dcido nucleico de la presente invencion,
bajo el control operativo de un promotor conocido (por ejemplo, el promotor de timidina quinasa, SV40, etc.) para
uso en sistemas de expresion convencionales (por ejemplo, plasmidos bacterianos y bacterias hospedadoras correspon-
dientes, sistemas de expresion de levadura y levaduras hospedadoras correspondientes, etc.). El polipéptido o proteina
expresada después se purifica o se aisla a partir del sistema de expresion por métodos de purificacion y/o aislamiento
convencionales.

Otras caracteristicas de la invencion seran evidentes en el transcurso de las siguientes descripciones de realizacio-
nes ilustrativas, que se proporcionan para ilustrar la invencién y no pretenden ser limitantes de la misma.

Experimento I
Resumen

Se han determinado y analizado las secuencias de las ORF 2 a 5 de un aislado de PRRSV estadounidense de baja
virulencia, un aislado de PRRSV estadounidense de virulencia “moderada” y un aislado de PRRSV estadounidense
de alta virulencia. Las comparaciones con secuencias conocidas de otros aislados de PRRSV demuestran que existen
considerables variaciones de secuencia tanto a nivel de los nucleétidos como a nivel de los aminoécidos en las ORF
2 a 5 de siete aislados estadounidenses con diferente virulencia. Sin embargo, las ORF 6 y 7 de estos siete aislados
estadounidenses estdn muy conservadas (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435).
También se encontraron variaciones de secuencia extensivas en las ORF 2 a 7 entre el LV europeo y los aislados
estadounidenses. El aislado de PRRSV estadounidense menos virulento conocido VR 2431 (ISU-3927) present6 la
mayor variacién de secuencia, en comparacién con otros aislados estadounidenses.

También se analiz6 la relacién filogenética de los aislados estadounidenses. El andlisis filogenético de las ORF 2 a7
de los aislados estadounidenses indic6 que hay al menos tres grupos de variantes de PRRSV (o genotipos minoritarios)
dentro del genotipo de PRRSV estadounidense principal. Por consiguiente, es muy probable que se examinen varios
genotipos mayoritarios o minoritarios adicionales identificados como mads aislados de virus de diferentes regiones
geograficas.

De forma interesante, el aislado estadounidense menos virulento conocido VR 2431 (ISU 3927) forma una rama
distinta de otros aislados estadounidenses. El andlisis de las secuencias de nucledtidos y de aminodcidos también
demostré que el aislado VR 2431 (ISU 3927) presenta la mdxima variacién en las ORF 2 a 4, con respecto a otros
aislados estadounidenses. Muchas de estas variaciones en el aislado VR 2431 (ISU 3927), producen sustituciones
de aminodcidos no conservadas. Sin embargo, estos cambios no conservados en el aislado VR 2431 (ISU 3927), en
comparacion con otros aislados estadounidenses, no parecen limitarse a una region particular; estin presentes a lo largo
de las ORF 2 a 4. Por lo tanto, ain no se ha esclarecido completamente una correlacion especifica entre las variaciones
de secuencia y la virulencia viral (aunque ciertas posiciones en la ORF 3 parecen estar posiblemente relacionadas con
la virulencia; véase la Fig. 2B, posiciones 30, 48, 54-56, 134, 140, 143, 147, 153, 206 y 215; los aminodcidos en una
o mads de estas posiciones pueden servir como base para mutar otras proteinas conocidas codificadas por la ORF 3 de
PRRSV).

Resultados

La identidad de secuencias de aminodcidos entre siete aislados de PRRSV estadounidenses fue de 91-99% en la
ORF 2, 86-98% en la ORF 3, 92-99% en la ORF 4 y 88-97% en la ORF 5. El aislado estadounidense menos virulento
conocido tiene mayores variaciones de secuencia en las ORF 2 a 4 que en las ORF 5 a 7, en comparacién con otros
aislados estadounidenses. En la glicoproteina de la envuelta principal codificada por la ORF 5 se identificaron tres
regiones hipervariables con potencial antigénico.
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La comparacidn por parejas de las secuencias de las ORF 2 a 7 y el andlisis del arbol filogenético dio a entender la
existencia de al menos tres grupos de variantes de PRRSV (o genotipos minoritarios) dentro del genotipo principal del
PRRSYV estadounidense. El aislado estadounidense menos virulento conocido forma una rama distinta de otros aislados
estadounidenses con diferente virulencia. Los resultados de este estudio tienen implicaciones para la taxonomia de
PRRSV y el desarrollo de vacunas.

La Figura 1 muestra una comparacién de secuencias de nucleétidos de las ORF 2 a 5 de los aislados estadouni-
denses VR 2431 (ISU 3927), VR 2429 (ISU 22) y VR 2430 (ISU 55) con otros aislados de PRRSV conocidos. La
secuencia de nucledtidos de VR 2385 (ISU 12) se muestra en la parte superior y sélo se indican las diferencias. El
codén de iniciacién de cada ORF se indica por +> y el codén de terminacién de cada ORF se indica por asteriscos (*).
Las secuencias de unién lider-ARNm para los ARNm subgendémicos 3, 4 y 4-1 estdn subrayadas, y las localizaciones
de las secuencias de unién con respecto al codén de iniciacién de cada ORF se indican por nimeros negativos (-) de
nucledtidos cadena arriba de cada ORF. Las secuencias de VR 2385 (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con
los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435), VR 2332, VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894) (Solicitud de Patente
de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435) usada en este alineamiento se presentaron previamente.

Materiales y métodos
Células y virus

Para propagar el PRRSV se us6 la linea celular ATCC CRL 11171. Las células se cultivaron en medio esencial
minimo de Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% y antibidticos 1 X (penicilina G a
10.000 unidades/ml, estreptomicina a 10.000 mg/ml y anfotericina B a 25 mg/ml).

Se aislaron tres aislados estadounidenses de PRRSV usados en este estudio, denominados VR 2429 (ISU 22),
VR 2430 (ISU 55) y VR 2431 (ISU 3927) a partir de pulmones de cerdo obtenidos de diferentes granjas de lowa
durante los brotes de PRRS. Los tres aislados se purificaron en placa tres veces en células CRL 11171 antes de la
experimentacion adicional. Los estudios de patogenicidad comparativos demostraron que el aislado ISU 3927 es el
aislado menos virulento entre 10 aislados de PRRSV estadounidenses diferentes. El aislado VR 2429 (ISU 22) es un
aislado de alta virulencia y el aislado VR 2430 (ISU 55) es “moderadamente” patogénico. Los tres aislados de virus
usados en este experimento se sometieron a siete pases.

Aislamiento de ARN intracelulares de PRRSV

Se infectaron monocapas confluentes de células CRL 11171 con los tres aislados estadounidenses de PRRSV VR
2429 (ISU 22), VR 2430 (ISU 55) y VR2431 (ISU 3927), respectivamente, a una multiplicidad de infeccién (m.d.i.)
de 0,1. A las 24 horas después de la infeccion, las células infectadas se lavaron tres veces con tamp6n PBS frio.
Después se aislaron los ARN intracelulares totales por extraccidn con isotiocianato de guanidinio y fenol-cloroformo
(Stratagene). La presencia de especies de ARN con especificidad del virus en la preparacion de ARN se confirmé
por hibridacién de transferencia de Northern (datos no mostrados). Los ARN intracelulares totales se cuantificaron
espectrofotométricamente.

Transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Se sintetiz6 ADN complementario (c) de primera cadena a partir de los ARN intracelulares totales por transcrip-
ci6n inversa usando cebadores aleatorios como se ha descrito previamente (Meng et al., 1993, J. Vet. Diagn. Invest.
5: 254-258). Para la amplificacién de las regiones codificantes de la proteina entera de las ORF 2 a 5 de los tres ais-
lados de PRRSYV, se disefiaron dos series de cebadores basdndose en las secuencias de VR 2385 y LV. Los cebadores
IM259 (5’-GGGGATCCTTTTGTGGAGCCGT-3") y IM260 (5’-GGGGAATTCGGGATAGGGAATGTG-3’) ampli-
ficaron la secuencia de las ORF 4 y 5 y los cebadores XM992 (5’-GGGGGATCCTGTTGG-TAATAG(A)GTCTG-31
y XM993 (5’-GGTGAATTCGTTTTATTTCCCTCCGGGC-3’) amplificaron la secuencia de las ORF 2 y 3. Se intro-
dujeron sitios de restriccion tnicos (EcoRI o BamHI) en el extremo 5 de estos cebadores para facilitar la clonacién.
Se sintetizé una base degenerada, G (A), en el cebador XM 992 basandose en las secuencias de VR 2385 y LV (Meu-
lenberg et al., 1993; Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435). La PCR se realizé como
se ha descrito previamente (Meng et al., 1993, J. Vet. Diagn. Invest., 5: 254-258).

Clonacion y secuenciacion de nucledtidos

Los productos de RT-PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Los dos fragmentos de PCR
que representan las ORF 2 y 3 asi como las ORF 4 y 5, respectivamente, se purificaron por el procedimiento Glassmilk
(kit GENECLEAN, BIO 101, Inc.). Cada uno de los fragmentos purificados se digirié con BamHI y EcoRI y se clon6
en el vector pSK+ como se ha descrito previamente (Meng et al., 1993). Para la transformacién de los pldsmidos
recombinantes se usaron células E. coli DH 5a. Se seleccionaron colonias blancas y se cultivaron el caldo LB que
contenia 100 mg/ml de ampicilina. Las células E. coli que contenian pldsmidos recombinantes se lisaron con lisozima
y los plasmidos después se aislaron usando la columna Qiagen (QIAGEN Inc.).

Los pldsmidos que contenian insertos virales se secuenciaron con un Secuenciador de ADN automadtico (Applied
Biosystem, Inc.). Se secuenciaron tres o mas clones de ADNc independientes que representaban la secuencia entera
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de las ORF 2 a 5 de cada uno de los tres aislados de PRRSV con cebadores universales e inversos. También se
usaron varios cebadores con especificidad de virus, XM969 (5’-GATAGAGTCTGCCCTTAG-3’), XM970 (5’-GGTTT
CACCTAGAATGGC-3’), XM1006 (5°’-GCTTCTGAGATGAGTGA-3’), XM077 (5’ -CAACCAGGCGTAAACACT-
3’) y XMO78 (5’-CTGAGCAATTACAGAAG-3’) para determinar la secuencia de las ORF 2 a 5.

Andlisis de la secuencia

Los datos de las secuencias se combinaron y analizaron usando los programas de Software informatico MacVector
(International Biotechnologies, Inc.) y GeneWorks (IntelliGenetics, Inc.). Se realizaron analisis filogenéticos usando
el paquete de software PAUP version 3.1.1. (David L. Swofford, Illinois Natural History Survey, Champaign, IL).
PAUP emplea el algoritmo de maxima parsimonia para construir drboles filogenéticos.

Resultados

Andlisis de las secuencias de nucledtidos de las ORF 2 a 5

Se determinaron las secuencias de las ORF 2 a 5 de cinco aislados de PRRSV, VR 2474 (ISU 79), VR 2475
(ISU 1894), VR 2429 (ISU 22), VR 2430 (ISU 55) y VR 2431 (ISU 3927), y se compararon con otros aislados de
PRRSV conocidos incluyendo VR 2385, VR 2332 y LV (Meulenberg et al., 1993). Las secuencias de las ORF 6 y
7 de los aislados VR 2385, VR 2429 (ISU 22), VR 2430 (ISU 55), VR 2474 (ISU 79), VR 2475 (ISU 1894) y VR
2431 (ISU 3927) se presentaron previamente (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435).
Se ha demostrado que los aislados usados en este experimento difieren en neumovirulencia en cerdos infectados
experimentalmente (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435). VR 2431
(ISU 3927) es el aislado menos virulento entre 10 aislados diferentes de PRRSV (Solicitud de Patente de Estados
Unidos con el N° de Serie 08/131.625 y Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435).

Al igual que otros aislados de PRRSV estadounidenses, las ORF 2 a 4 de estos aislados solapaban entre si (Fig.
1). Sin embargo, a diferencia de LV, las ORF 4 y 5 de los aislados estadounidenses estdn separadas por 10 nucleétidos
(Fig. 1). Las ORF 4 y 5 de LV solapaban por un nucleétido. La sustitucién de un solo nucleétido desde A del codén
de iniciacién de la ORF 5 en LV a T en los aislados estadounidenses pone el codén de iniciacién de la ORF 5 de los
aislados estadounidenses 10 nucledtidos cadena abajo del codén de terminacion de la ORF 4. Por lo tanto, aparece una
secuencia no codificante de 10 nucledtidos entre las ORF 4 y 5 de los aislados estadounidenses conocidos (Fig. 1).

La ORF 2 de VR 2474 (ISU 79) tiene 3 nucledtidos menos que otros aislados estadounidenses. La sustitucién
de un solo nucleétido desde TGG a TAG justo antes del codén de terminacién de la ORF 2 crea un nuevo codén de
terminacion de VR 2474 (ISU 79) (Fig. 1). También se encontr6 una delecién de 3 nucledtidos en la ORF 5 de VR
2431 (ISU 3927), en comparacion con otros aislados estadounidenses (Fig. 1). Los tamafios de las ORF 2 a 5 de todos
los aislados estadounidenses son idénticos, con la excepcién de la ORF 2 de VR 2473 (ISU 79) y la ORF 5 de VR
2431 (ISU 3927), teniendo ambas 3 nucleétidos menos que las otras ORF (Fig. 1).

Las comparaciones de secuencia de las ORF 2 a 5 de los 7 aislados de PRRSV estadounidenses mostrados en la
Fig. 1 indican que hay variaciones considerables en las secuencias de nucledtidos en las ORF 2 a 5 de los aislados
estadounidenses (Fig. 1). La identidad de secuencias de nucleétidos fue de 96-98% en la ORF 2, 92-98% en la ORF
3,92-99% en la ORF 4 y 90-98% en la ORF 5 entre VR 2385, VR 2332, VR 2429 (ISU 22), VR 2430 (ISU 55), VR
2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894) (Tabla 2).

El aislado menos virulento VR 2431 (ISU 3927) tiene la mayor variacién entre los siete aislados estadounidenses
(Fig. 1 y Tabla 2). La identidad de secuencias de nucleétidos entre VR 2431 (ISU 3927) y otros aislados estadouni-
denses fue de 93-94% en la ORF 2, 89-90% en la ORF 3 y 91-93% en la ORF 4 (Tabla 2). Al igual que las ORF 6
y 7 (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435), la ORF 5 de VR 2431 (ISU 3927) no
tiene cambios significativos con la excepcion de una delecion de 3 nucledtidos (Fig. 1). La ORF 5 de VR 2431 (ISU
3927) comparte una identidad de secuencias de nucleétidos de 91-93% con la ORF 5 de otros aislados estadounidenses
(Tabla 2).

Sin embargo, se encontré una variacién de secuencias considerable en las ORF 2 a 5 entre LV y los aislados
estadounidenses (Fig. 1 y Tabla 2). La identidad de secuencias de nucleétidos entre LV y los aislados estadounidenses
fue de 65-67% en la ORF 2, 61-64% en la ORF 3, 63-66% en la ORF 4 y 61-63% en la ORF 5 (Tabla 2). También
existen variaciones genéticas considerables en las ORF 6 y 7 entre LV y PRRSV estadounidense (Solicitudes de
Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435). Estos resultados indican que el aislado
menos virulento VR 2431 (ISU 3927) también es el que estd relacionado de una forma mas distante de los aislados
estadounidenses, produciéndose variaciones genéticas principalmente en las ORF 2 a 4.

La sustitucién de un solo nucleétido de TGG a TAG antes del codon de terminacién en la ORF 2 observada en VR
2474 (ISU 79) también estaba presente en los aislados VR 2430 (ISU 55) y VR 2431 (ISU 3927), produciendo los
dos siete ARNm sg, pero no en los aislados VR 2429 (ISU 22), VR 2475 (ISU 1894) o VR 2385, que sintetizan cada
uno sélo seis ARNm sg (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435). Los
resultados indican que es muy probable que la secuencia de unién lider-ARNm 4-1 de VR 2430 (ISU 55) y VR 2431
(ISU 3927) sean iguales a VR 2474 (ISU 79) (Fig. 1).
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Se determiné que las secuencias de unién lider-ARNm para los ARNm sg 3 y 4 de VR 2474 (ISU 79) y VR 2431
(ISU 1894) eran GUAACC 89 nucledtidos cadena arriba de la ORF 3 para el ARNm sg 3, y UUCACC 10 nucleétidos
cadena arriba de la ORF 4 para el ARNm sg 4 (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.345;
véase también el Experimento 2 mostrado mds adelante). Una comparacion de secuencias de los aislados VR 2429
(ISU 22), VR 2430 (ISU 55) y VR 2431 (ISU 3927) con los aislados VR 2385, VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU
1894) indica que las secuencias de unién lider-ARNm para los ARNm sg 3 y 4 estdn conservadas entre los aislados
estadounidenses (Fig. 1).

Andlisis de las secuencias de aminodcidos deducidas codificadas por las ORF 2 a 5

La Fig. 2 muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos deducidas de las ORF 2 (A), ORF 3 (B), ORF
4 (C) y ORF 5 (D) de los aislados estadounidenses VR 2429 (ISU 22), VR 2430 (ISU 55) y VR 2431 (ISU 3927)
con otros aislados de PRRSV conocidos. La secuencia de VR 2385 se muestra en la parte superior y sélo se indican
las diferencias. Las deleciones estdn indicadas por (-). La secuencia del péptido sefial propuesta en la ORF 5 de LV
(D) estd subrayada (Meulenberg et al., 1995). Se indicaron tres regiones hipervariables con potenciales antigénicos en
la ORF 5 (D) por asteriscos (*). Las secuencias publicadas usadas en este alineamiento eran LV (Meulenberg et al.,
1993), VR 2385 (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435), VR 2332,
VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1984) (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435).

Basandose en el alto contenido de aminodcidos bésicos y su naturaleza hidréfila, se prevé que el producto de
traduccion de la ORF 7 sea la proteina de la nucleocdpsida (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de
Serie 08/131.625 y 08/301.435; Meulenberg et al., 1993; Conzelmann et al., 1993; Mardassi et al., 1994). El producto
de la ORF 6 carece de una posible secuencia sefial amino-terminal y contiene varias regiones hidr6fobas que pueden
representar los posibles fragmentos transmembrana. Por lo tanto, se predijo que el producto de la ORF 6 era la proteina
M (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435; Meulenberg et al., 1993;
Conzelmann et al., 1993).

El anélisis informatico demuestra que los productos codificados por las ORF 2 a 5 de los aislados estadounidenses
tienen caracteristicas de hidropatia que recuerdan a las proteinas asociadas a la membrana. Los productos de traduccién
de las ORF 2 a 5 contienen un extremo amino hidréfobo. Las secuencias hidr6fobas N-terminales pueden funcionar
como una secuencia sefial para cada una de estas ORF, y pueden estar implicadas en el transporte de las ORF 2 a 5 al re-
ticulo endopldsmico de células infectadas. En el extremo carboxi se encontré al menos un dominio hidréfobo adicional
en cada una de las ORF 2 a 5. Estos dominios hidréfobos adicionales pueden funcionar como anclajes de membrana.

Las secuencias de aminoacidos deducidas de las ORF 2 a 5 de los siete aislados estadounidenses examinados
también variaban considerablemente (Fig. 2), indicando que la mayoria de las diferencias de nucle6tidos observadas
en la Fig. 1 no son mutaciones silenciosas. La identidad de secuencias de aminodcidos entre VR 2385, VR 2332, VR
2429 (ISU 22), VR 2430 (ISU 55), VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1984) fue de 95-99% en la ORF 2, 90-98% en
la ORF 3, 94-98% en la ORF 4 y 88-97% en la ORF 5 (Tabla 2).

De nuevo, el aislado menos virulento VR 2431 (ISU 3927) presenté mds variaciones con otros aislados estadou-
nidenses en las ORF 2 a 4 (Fig. 2 y Tabla 2) que en las ORF 5 a 7 (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N°
de Serie 08/301.435 y Tabla 2). Las ORF 2 a 5 de LV comparten sélo una identidad de secuencias de aminoacidos
de 57-61%, 55-56%, 65-67% y 51-55% con esas ORF de los aislados estadounidenses, respectivamente (Tabla 2). Se
encontraron deleciones e inserciones a lo largo de las ORF 2 a 5 en la comparacién del aislado de LV europeo y los
aislados estadounidenses (Fig. 2).

La comparacién de secuencias del producto de la ORF 5 demostré que la regiéon N-terminal de la ORF 5 es
extremadamente variable, tanto (a) entre los aislados estadounidenses y LV como (b) entre los diversos aislados esta-
dounidenses (Fig. 2D). En LV, los primeros 32-33 restos aminoacidicos de la ORF 5 pueden representar la secuencia
sefial (Meulenberg et al., 1995; Fig. 2D). Por lo tanto, la posible secuencia sefial de la ORF 5 en todos los aislados de
PRRSYV es muy heterogénea. Esta heterogeneidad no se debe a ninguna presion de seleccién inmune del hospedador,
porque el péptido sefial se escindird y no estara presente en los viriones maduros.

También se identificaron tres regiones hipervariables adicionales comparando las secuencias de aminodcidos de
la ORF 5 de todos los aislados de PRRSV disponibles (Fig. 2D). Las variaciones de aminodcidos en estas tres re-
giones son significativas y no estdn conservadas estructuralmente (Fig. 2D). El andlisis informatico indica que las
tres regiones hipervariables son hidrdfilas y antigénicas. De esta manera, es probable que estas regiones se expongan
a la membrana viral y estén bajo la presién de seleccién inmune del hospedador. Sin embargo, pueden ser necesa-
rios otros experimentos para confirmar las funciones especificas de estas regiones hipervariables como determinantes
antigénicos en la proteina de la envuelta de la ORF 5.

Las relaciones filogenéticas entre los aislados estadounidenses de PRRSV

Previamente se ha demostrado que el PRRSV estadounidense y el PRRSV europeo representan dos genotipos
distintos, basdndose en el andlisis de los genes M y N ((Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie
08/301.435). Para determinar las relaciones filogenéticas de los aislados de PRRSV estadounidenses, primero se ali-
nearon las ORF 2 a 7 del los siete aislados de PPRSV estadounidenses mostrados en la Fig. 1 y 2 con el programa
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GeneWorks (intelligenetics, Inc.). Después se usé el programa PAUP (David L. Swofford, Illinois Natural History

Survey, Champaign, IL) para construir el drbol filogenético que ilustra la relacién entre los aislados estadounidenses
de PRRSV.

El arbol filogenético de la Fig. 3 se construy6 por métodos de maxima parsimonia con la ayuda del paquete de soft-
ware PAUP version 3.1.1. La rama con la menor longitud (més parsimoniosa) se encontrd realizando la opcién de bus-
queda exhaustiva. Las longitudes de las ramas (nimeros de sustituciones de aminodcidos) se proporcionan encima de
cada rama. Las secuencias usadas en el analisis son LV, VR 2385, VR 2332, VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894).

El arbol filogenético indica que existen al menos tres grupos de variantes (0 genotipos minoritarios) dentro del
genotipo de PRRSV estadounidense principal. El aislado de PRRSV estadounidense menos virulento, VR 2431 (ISU
3927), forma una rama distinta de otros aislados estadounidenses (Fig. 3). Los aislados VR 2429 (ISU 22), VR 2474
(ISU79), VR 2475 (ISU 1894) y VR 2332 forman otra rama que representa un segundo genotipo minoritario. El tercer
genotipo minoritario se representa por los aislados VR 2430 (ISU 55) y VR 2385 (Fig. 3). También se obtuvo un drbol
muy similar analizando los tltimos 60 nucleétidos de la ORF 1b de los siete aislados estadounidenses presentados en
la Fig. 1 (datos no mostrados). También se produjo una topologia de drbol idéntica por el método de agrupamiento por
parejas con media aritmética no ponderada (UPGMA) usando el programa GeneWorks (datos no mostrados).

En resumen, los diferentes genotipos de PRRSV se han confirmado y se han esclarecido adicionalmente. Se han
identificado al menos tres genotipos minoritarios dentro del genotipo mayoritario de PRRSV estadounidense, basan-
dose en un andlisis de la secuencia de las ORF 2 a 7. También se han confirmado variaciones genéticas no s6lo entre
los PRRSYV europeos y los PRRSV estadounidenses, sino también entre los aislados de PRRSV estadounidenses, in-
dicando la naturaleza heterogénea de PRRSV. El aislado de PRRSV estadounidense menos virulento VR 2431 (ISU
3927) tiene variaciones de secuencias inesperadamente elevadas en las ORF 2 a 4 en comparacién con otros aislados
estadounidenses.

TABLA 2
Identidades (%) de secuencias de nucleotidos y de aminodcidos deducidas de las ORF 2 a 5 de PRRSV

VR2429 VR2430 VR2434 VR2475 VR2431
ORF2 VR2385 (ISU22) (ISU55) (ISU79) (ISU21894) (ISU3927) VR2332 LV

VR2385 = 97 96 96 95 91 98 58
VR2429 97 " 96 98 96 93 99 59
(ISU22)
VR2430 98 97 = 96 95 91 97 61
(ISU55)
VR2474 96 97 97 * 96 91 98 60
(ISU79)
VR2475 96 97 96 96 * 93 96 57
(ISU1894)
VR2431 94 94 94 93 93 ** 93 58
(1SU3927)
VR2332 97 98 97 08 97 94 " 59
LV 65 66 66 67 66 65 66 "
ORF3
VR2385 - 91 94 92 90 87 91 55
VR2429 92 - 93 96 96 88 98 56
(ISU22)
VR2430 %4 93 = 94 93 87 94 56
(ISU55)
VR2474 94 96 94 - 95 87 9 56
(ISU79)
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VR2475 92 97 93 %6 - 86 9% 55
(ISU1894)
VR2431 90 90 89 90 90 * 87 55
(1SU3927)
VR2332 93 98 94 97 97 90 - 56
LV 64 63 62 63 63 61 63 "
ORF4
VR2385 - 94 96 94 95 83 %4 66
VR2429 93 . 94 97 99 93 98 66
(ISU22)
VR2430 96 94 e %6 96 93 95 67
(ISU55)
VR2474 93 97 94 " 98 92 9% 66
(ISU79)
VR2475 92 98 94 96 - 93 98 66
(1SU1894)
VR2431 91 93 92 91 91 = 92 67
(1SU3927)
VR2332 94 99 95 97 98 92 o 65
LV 66 66 63 65 66 65 65 >
ORF5
VR2385 a 90 91 88 89 91 89 54
VR2429 93 = 90 94 96 92 97 52
(ISU22)
VR2430 94 92 " 89 89 90 89 51
(ISU55)
VR2474 91 95 91 - 95 89 94 53
(ISU79)
VR2475 92 97 90 94 » 91 96 53
(1SU1894)
VR2431 91 93 91 91 91 " 91 55
(1SU3927)
VR2332 93 98 91 95 97 92 - 53
LV 63 63 63 61 62 63 63 *

Nota: Las comparaciones de secuencias de aminoacidos se presentan en la mitad
superior derecha y las comparaciones de las secuencias de nucleétidos se

presentan en la mitad inferior izquierda.
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Experimento 2

Durante la replicacién de PRRSYV, se sintetizan seis ARNm subgenémicos (ARNm sg), ademds del ARN gendmico.
Estos ARNm sg se caracterizan en este experimento.

Los ARNm sg de PRRSV forman una serie anidada 3’-coterminal en células infectadas con PRRSV. Cada uno
de estos ARNm sg es policistronico y contiene multiples fases de lectura abierta, excepto el ARNm sg 7 (como se
muestran por andlisis de transferencia de Northern usando sondas con especificidad de ORF). Los ARNm sg no se
empaquetaron en viriones y sélo se detectd el ARN gendmico en viriones purificados, 1o que sugiere que la sefial de
encapsidacién de PRRSV probablemente se localiza en la region de la ORF 1.

Los nimeros de ARNm sg en células infectadas con PRRSV varian entre aislados de PRRSV con diferente vi-
rulencia. En el Experimento 1 anterior se demostré que una especie adicional de ARNm sg en algunos aislados de
PRRSYV procedia de la secuencia cadena arriba de la ORF 4, y se ha denominado ARNm sg 4-1.

Las secuencias de unién lider-ARNm de los ARNm sg 3 y 4 de los aislados VR 2474 (ISU79) y VR 2475 (ISU
1894), asi como los ARNm sg 4-1 del aislado VR 2474 (ISU 79), contienen un motivo comun de secuencia de seis
nucleétidos T(G)TA(G/C)ACC. El andlisis de la secuencia del ARN genémico de estos dos aislados estadounidenses
y la comparacion con el virus Lelystad (LV) reveld heterogeneidad de las secuencias de unién lider-ARNm entre
aislados de PRRSV. Los nimeros, localizaciones y las secuencias de las regiones de union lider-ARNm variaban entre
los aislados estadounidenses y LV, asi como entre los aislados estadounidenses. Los tres tltimos nucleétidos, ACC, de
las secuencias de unién lider-ARNm son invariables. Se encontraron variaciones en los tres primeros nucleétidos.

Comparando la secuencia 5’ terminal del ARNm sg 4-1 con la secuencia genémica de VR 2474 (ISU 79) y VR
2475 (ISU 1894), se descubrié que una sustitucién de un solo nucleétido, de T en VR 2475 (ISU 1894) a C en VR 2474
(ISU 79), conducia a una nueva secuencia de union lider-ARNm en ISU 79 y, por lo tanto, a una especie adicional de
ARNm sg (ARNm sg 4-1). En el extremo 5 del ARNm sg 4-1 se identificé una pequefia ORF, denominada ORF 4-1,
con una capacidad de codificacion de 45 aminoacidos.

Materiales y métodos

Virus y células. Los aislados de PRRSV usados (VR 2429 (ISU 22), VR 2430 (ISU 55), VR 2474 (ISU 79), VR
2475 (ISU 1894) y VR 2431 (ISU 3927) se aislaron a partir de pulmones de cerdo obtenidos de diferentes granjas en
Iowa. para el aislamiento y crecimiento (cultivo) de los virus se usé una linea celular continua, ATCC CRL 11171.
Estos aislados de PRRSV se clonaron biolégicamente por tres vueltas de purificacion en placa y se cultivaron en las
células CRL 11171. Todos los aislados de virus usados en este estudio estaban en el séptimo pase.

VR 2429 (ISU 22) y VR 2474 (ISU 79) son muy patégenos y producen una consolidacién de 50 a 80% de los
tejidos pulmonares en cerdos privados de calostro, nacidos por cesarea, de cinco semanas de edad, infectados experi-
mentalmente, de los que se realizaron necropsias a los 10 dias después de la inoculacién. Por el contrario, VR 2430
(ISU 55), VR 2475 (ISU 1894) y VR 2431 (ISU 3927) tienen baja patogenicidad y producen s6lo una consolidacién
de 10 a 25% de tejidos pulmonares en el mismo experimento (Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de
Serie 08/131.625 y 08/301.435).

Preparacion de ARN intracelulares totales con especificidad de virus, ARN poli (A)* y ARN de viriones. Se in-
fectaron monocapas confluentes de células CRL 11171 con diferentes aislados de PRRSV al séptimo pase a una
multiplicidad de infeccién (m.d.i.) de 0,1. Se aislaron ARN intracelulares totales con especificidad para PRRSV a
partir de las células infectadas con PRRSV por un método convencional con isotiocianato de guanidinio (Stratagene).
El ARN poli (A)* se enriqueci6 a partir de los ARN intracelulares totales por cromatografia en columna de oligo (dT)-
celulosa (Invitrogen).

Para el aislamiento del ARN de los viriones de PRRSYV, se infectaron células CRL 11171 confluentes con el aislado
VR 2431 (ISU 3927) de PRRSV a una m.d.i. de 0,1. Cuando mas de 70% de las células infectadas mostraron un efecto
citopdtico, los cultivos se congelaron y descongelaron tres veces, y el medio de cultivo se clarificé a 1200 x g durante
20 min a 4°C. El virus después se precipité con polietilenglicol y posteriormente se purificé por centrifugacién en
gradiente de cloruro de cesio como se describe en la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie
08/131.625. El virus purificado se trat6 con RNasa A a una concentracién final de 20 p/ml durante 90 min a 37°C.
Después, el virus se sedimentd y el ARN de los viriones se aislé usando un método convencional con isotiocianato de
guanidinio.

Sintesis de ADNc y reaccion en cadena de la polimerasa. Se sintetiz6 ADNCc a partir de ARN intracelulares totales
por transcripcion inversa usando cebadores aleatorios y se amplificé por la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) como se ha descrito previamente (Meng et al., 1993, J. Vet. Diagn. Invest., 5: 254-258).

Andlisis de transferencia de Northern. Se usaron diez ug de ARN intracelulares totales procedentes de células
infectadas con virus y células infectadas de forma simulada por calle en un gel de formaldehido-agarosa. Para la
separacion del ARN poli (A)* y el ARN de viriones, se cargaron quince ng de ARN de virién y 0,2 ug de ARN poli
(A)* por calle. El ARN se desnaturalizé con formaldehido de acuerdo con un método convencional (Sambrook ef al.,
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“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2° ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York).
La separacion electroforética del ARN, la transferencia del ARN y la hibridacién se realizaron como se describe en la
Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/131.625. En algunos experimentos, también se utilizaron
geles de agarosa con glioxal-DMSO como se describe en la Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie
08/131.625.

Para la preparacién de las sondas, se gener6 un fragmento de ADNc especifico de cada una de las ORF 1b a 7 por
RT-PCR con cebadores con especificidad de ORF. Los cebadores se disefiaron de tal forma que cada par de cebadores
amplificara s6lo un fragmento especifico de una ORF dada, y las ORF vecinas solapantes no se incluyen en ninguna
sonda de ADNc dada. Los pares de cebadores para generar sondas de ADNc que representan las ORF 1b a 7 son
IM729/IM732 para la ORF 1b, IM312/IM313 para la ORF 2, XM1022/IM258 para la ORF 3, XM1024/XMI023 para
la ORF 4, PP287/PP286 para la ORF 5, PP289/XM780 para la ORF 6 y PP285/PP284 para la ORF 7 (Tabla 3).

Clonacion, secuenciacion y andlisis de la secuencia de nucleotidos. Se disefiaron cebadores para RT-PCR basan-
dose en secuencias del aislado de PRRSV VR 2385, que amplificaron las regiones codificantes de proteina entera de
las ORF 2 a 5 de los aislados de PRRSV VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894). Se usaron los cebadores IM259 y
JM260 para la amplificacién de las ORF 4 y 5, y se usaron los cebadores XM992 y XM993 para la amplificacién de las
ORF 2 y 3 (Tabla 3). Se introdujeron sitios de restriccién tnicos (EcoRI y BamHI) en los extremos de los productos
de la PCR, permitiendo de esta manera una estrategia de casete para reemplazar estas ORF.

Cada uno de los productos de PCR de las ORF 2-3 y ORF 4-5 de VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894) se
dirigié con EcoRI y BamHI, y después se purificé y cloné en el vector pSK+ como se ha descrito previamente (Meng
et al., 1993, J. Vet. Diagn. Invest., 5. 254-258). Los plasmidos que contenian insertos virales se secuenciaron con
un secuenciador de ADN automadtico convencional (Applied Biosystems, Inc.). Al menos tres clones de ADNc que
representaban la secuencia entera de las ORF 2 a 5 de cada aislado de virus se secuenciaron con cebadores universales
e inversos, asi como otros cebadores de secuenciacion con especificidad de virus (XM969, XM970, XM 1006, XM078
y XMO77; véase la Tabla 3).

Para la determinar las secuencias de unién lider-ARNm de los ARNm sg 3, 4 y 4-1, se usé el par de cebadores
IM755 y DP586 (Tabla 3) para RT-PCR para amplificar las secuencias 5’ terminales correspondientes. Los productos
de PCR resultantes se purificaron y secuenciaron por secuenciacion de PCR directa usando cebadores especificos
de virus XMD77 y XM141 (Tabla 3). Las secuencias se combinaron y se analizaron por los programas de software
informaticos MacVector (International Biotechnologies, Inc.) y GeneWorks (IntelliGenetics, Inc).

Oligonucledtidos. Los oligonucleétidos sintéticos usados en este estudio se resumen en la Tabla 3. Estos oligonu-
cledtidos se sintetizaron como ADN monocatenario usando un sintetizador de ADN automatico (Applied Biosystems)
y se purificaron por cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC).

Resultados

Los ARNm sg no se empaquetan en viriones de PRRSV. Para determinar si los ARNm sg de PRRSV se empaquetan,
se purificaron viriones del aislado de PRRSV VR 2431 (ISU 3927) por gradiente de CsCl. Los viriones purificados
se trataron con RNasa A antes de sedimentar el virién y de extraer el ARN, para retirar cualquier especie de ARN
que pueda haberse adherido a la superficie del virién. Se separaron ARN de viriones tratados con RNasa A junto
con los ARN intracelulares totales del aislado VR 2431 (ISU 3927) de células infectadas con PRRSV en un gel de
formaldehido y se hibridaron con una sonda generada a partir de la secuencia 3’ terminal del genoma viral por PCR
con cebadores PP284 y PP285 (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/131.625; Tabla 3).

Solo se detectd el ARN gendémico en los viriones purificados del aislado de PRRSV VR 2431 (ISU 3927) (Fig. 4)
y no se observaron cantidades detectables de ARNm sg en los viriones purificados incluso después de 3 semanas de
exposicion. Por el contrario, se detectaron siete especies de ARNm sg, ademds del ARN genémico, en las células in-
fectadas con VR 2431 (ISU 3927) (Fig. 4). Se observaron resultados similares con otros dos aislados estadounidenses,
VR 2430 (ISU 55) y VR 2474 (ISU 79).

Variacion en los niimeros de ARNm sg entre aislados de PRRSV estadounidenses con diferente virulencia. Se ha
demostrado que todos los arterivirus conocidos antes de la presente invencion, incluyendo el PRRSV estadounidense y
el PRRSV europeo, producen seis ARNm sg, excepto tres variantes de LDV (LDV-P, LDV-a y LDV-v), que sintetizan
siete ARNm sg. Sin embargo, en la cepa LDV-C se produce una serie anidada de seis ARNm sg.

Para comparar si hay cualquier variacion en los ARNm sg entre los aislados de PRRSV estadounidenses, se in-
fectaron monocapas confluentes de células CRL 11171 con cinco aislados diferentes de PRRSV estadounidense con
diferente virulencia a una m.d.i. de 0,1. Se aislaron ARN intracelulares totales a partir de las células infectadas con
virus 24 h después de la infeccién. Se gener6 un fragmento de ADNc a partir del extremo 3’ del genoma viral por
PCR con los cebadores PP284 y PP285 (Tabla 3). El fragmento de ADNc se marcé con **P-dCTP por el método de
extension de cebador aleatorio, y se hibridé con los ARN intracelulares totales (separados en un gel de formaldehido).

Los anélisis de los ARN demostraron que en las células infectadas con uno de los cinco aislados de PRRSV esta-
dounidense con diferente virulencia estaba presente una serie anidada de seis o mas ARNm sg (Fig. 5). Se obtuvieron
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resultados similares cuando los ARN intracelulares totales se separaron en un gel de agarosa con glioxal-DMSO. Los
aislados de PRRSV VR 2430 (ISU 55), VR 2474 (ISU 79) y VR 2431 (ISU 3927) produjeron siete ARNm sg fa-
cilmente distinguibles, mientras que los aislados VR 2429 (ISU 22) y VR 2475 (ISU 1894) produjeron seis ARNm
sg (Fig. 5). El aislado de PRRSV estadounidense VR 2385 también produce seis ARNm sg (Solicitud de Patente de
Estados Unidos con el N° de Serie 08/131.625). Se localizé una especie adicional de ARNm sg entre los ARNm sg 3
y 4,y se denominé ARNm sg 4-1. Los ARNm sg diferian poco, si diferfan algo, en tamafio entre los cinco aislados
de PRRSV (Fig. 5). Sin embargo, no parece haber correlacién entre la neumovirulencia y el nimero de ARNm sg
observados en estos cinco aislados.

El ARNm sg 4-1 no es un ARN interferente defectuoso y no es resultado de la union no especifica de las sondas a
ARN ribosomicos. Se ha demostrado que, en coronavirus, se generaba una diversidad de ARN interferentes defectuosos
(ARN ID) de diferentes tamafios cuando MHV se sometia a pases seriados en cultivos de tejidos a una alta m.d.i.
También se observaban ARN ID en células infectadas con torovirus durante el pase no diluido. Por lo tanto, se investigd
la posibilidad de que el ARNm sg 4-1 de PRRSV fuera un ARN ID.

Para excluir esta posibilidad, la solucién madre de virus original del aislado de PRRSV VR 2474 (ISU 79), que
produce la especie adicional de ARNm sg 4-1, se someti6 a cuatro pases en células CRL 11171 a diferentes m.d.i. de
0,1, 0,01 y 0,001, respectivamente. En un experimento de control, se realizaron cuatro pases no diluidos de la solucién
madre de virus original de VR 2474 (ISU 79). Después de cuatro pases, se aislaron los ARN intracelulares totales
a partir de células infectadas con el virus y se repitié el andlisis de transferencia de Northern con la misma sonda
generada a partir del extremo 3’ del genoma viral.

Los andlisis de los ARNm sg demostraron que la especie adicional de ARNm sg 4-1 atin estaba presente en todas
las preparaciones de ARN con diferente m.d.i., asi como en preparaciones de ARN procedentes de pases no diluidos
(Fig. 6A). Ademas, no hubo interferencia o reduccién en la sintesis de otros ARNm sg en presencia del ARNm sg 4-
1, como normalmente ocurre con el ARN ID.

Se ha demostrado que los ARN ID de MHV desaparecian después de dos pases de alta dilucién. Por lo tanto, si la
solucién madre de virus original de VR 2474 (ISU 79) contenia ARN ID, entonces el ARN ID desaparecia después de
cuatro pases de alta dilucién. Los datos experimentales anteriores sugieren que, a diferencia del ARN ID, la replicacién
del ARNm sg 4-1 es independiente de la cantidad de virus convencional. De esta manera, el ARNm sg 4-1 no es un
ARN ID.

En el andlisis de transferencia de Northern de los ARN intracelulares totales, las sondas pueden unirse de manera
no especifica a los ARN ribosémicos 18S y 28S, que son abundantes en las preparaciones de ARN citopldsmico total.
Como alternativa, los ARN ribosémicos abundantes pueden producir retraso de los ARNm sg con especificidad de
virus que pueden co-migrar de manera ondulada con los ARN ribosémicos en el gel.

Se han observado dos bandas adicionales debidas a la unién no especifica de sondas a los ARN ribosémicos en
células infectadas con LV y en células infectadas con LDV. Por lo tanto, es posible que el ARNm sg 4-1 de PRRSV se
deba a la unién no especifica de sondas a los ARN ribosdmicos.

Para descartar esta posibilidad, se aisl6 ARN poliadenilado a partir de ARN intracelulares totales de células CRL
11171 infectadas con cualquiera de dos aislados de PRRSV, VR 2430 (ISU 55) y VR 2474 (ISU 79). Tanto VR 2430
(ISU 55) como VR 2474 (ISU 79) producen la especie adicional de ARNm sg 4-1 (Fig. 5). El andlisis de transferencia
de Northern del ARN poliadenilado demostré que atn estaba presente la especie adicional de ARNm sg 4-1 en células
infectadas con cualquiera de estos dos aislados (Fig. 6B), indicando que el ARNm sg 4-1 no se debe a la unién no
especifica de una sonda a los ARN ribosémicos.

Los ARNm sg representan una serie anidada 3’-coterminal y el ARNm sg 4-1 procede de la secuencia cadena
arriba de la ORF 4. En células infectadas con VR 2385 se detectan seis ARNm sg, ademds del ARN genémico,
usando una sonda de ADNc del extremo 3’ del genoma viral (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de
Serie 08/131.625). De esta manera, al igual que el virus Berne (BEV), LDV, EAV, los coronavirus y LV, la replicacién
de PRRSV estadounidense también requiere la sintesis de una serie anidada 3’-coterminal de ARNm sg (Solicitudes
de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435).

Para analizar estos ARNm sg con mds detalle, se amplificaron por PCR siete fragmentos de ADNc especificos
para cada una de las ORF 1b a 7. El disefio de los cebadores para la PCR se bas6 en la secuencia de VR 2385.
Las secuencias y localizaciones de los cebadores, IM729 e IM782 para la ORF 1b, IM312 e IM313 para la ORF 2,
XM1022 e IM258 para la ORF 3, XM 1024 y XM 1023 para la ORF 4, PP286 y PP287 para la ORF 5, PP289 y XM780
para la ORF 6 y PP284 y PP285 para la ORF 7 y la regién 3’ no codificante (NCR), se muestran en la Tabla 3. Los
cebadores se disefiaron de tal forma que cada serie de cebadores s6lo amplificara un fragmento de una ORF particular,
y las secuencias solapantes entre ORF vecinas no se incluyen en ningin fragmento dado. Por lo tanto, cada uno de
estos siete fragmentos de ADN representa s6lo una ORF particular con la excepcion del fragmento 7, que representa
tanto la ORF 7 como 3’-NCR.

Estos siete fragmentos de ADN se marcaron con **P-dCTP e hibridaron con transferencias de Northern de ARN
intracelulares totales extraidos de células infectadas con cualquiera de dos aislados estadounidenses de PRRSV, VR
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2475 (ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79). Como control se incluyeron los ARN intracelulares totales aislados a partir de
células CRL 11171 infectadas de forma simulada.

Los andlisis de transferencia de Northern demostraron que la Sonda 1, generada a partir de la ORF 1b, hibridaba
s6lo con el ARN gendmico. Las Sondas 2 a 7 hibridaban cada una con una o mds especies de ARN adicionales
ademas del ARN genémico (Fig. 7). Los resultados indican que se forma una serie anidada 3’-coterminal de seis
ARNm sg de VR 2475 (ISU 1894) o mas ARNm sg de VR 2474 (ISU 79) en las células infectadas con PRRSV (Figs.
7A y 7B), codificando el ARN 3’-terminal mas pequefio (ARNm sg 7) la ORF 7. Todos los ARNm sg del PRRSV
estadounidense contienen el extremo 3’ del ARN gendémico, pero se extienden varias distancias hacia el extremo 5’
del genoma, dependiendo del tamafio del ARNm sg dado.

El ARNm sg 4-1 del aislado de PRRSV VR 2474 (ISU 79) hibridaba con las sondas 4 a 7, pero no con las sondas
1,2 y 3 (Fig. 7B), lo que sugiere que el ARNm sg 4-1 contiene las ORF 4 a 7, asi como el 3’-NCR. Por lo tanto, el
ARNm sg 4-1 se genera a partir de la secuencia cadena arriba de la ORF 4.

Una sustitucion de un solo nucledtido conduce a la adquisicion de la especie adicional del ARNm sg 4-1. Los
datos de hibridacién de transferencia de Northern demostraron que el ARNm sg 4-1 procede de la secuencia cadena
arriba de la ORF 4 (Fig. 7B). Para determinar la localizacién exacta y la secuencia de unién lider-ARNm del ARNm
sg 4-1, se disefié una serie de cebadores, IM755 y DP586 (Tabla 3). El cebador directo IM755 se basé en el extremo
3’ de la secuencia lider de VR 2385, y el cebador inverso DP586 se localiza en la ORF 4 (Tabla 3).

La RT-PCR con los cebadores IM755 y DP586 se realiz6 usando ARN intracelulares totales aislados a partir de
células infectadas con VR 2475 (ISU 1894) o VR 2474 (ISU 79). VR 2474 (ISU 79) produce ARNm sg 4-1, pero VR
2475 (ISU 1894) no (Fig. 5). Se aplic6 un tiempo de extension de PCR de 30 segundos para amplificar preferentemente
los fragmentos cortos que representaban las secuencias 5’ terminales de los ARNm sg 3,4 y 4-1.

El andlisis de los productos de RT-PCR demostré que dos fragmentos con tamafios de aproximadamente 1,1 kb y
0,45 kb se amplificaban a partir de los ARN totales de las células infectadas con virus VR 2475 (ISU 1894) (Fig. 8A).
Estos dos fragmentos representan partes 5° de los ARNm sg 3 y 4, respectivamente. Ademds de los dos fragmentos
observados en el aislado VR 2475 (ISU 1894), también se amplificé un tercer fragmento de aproximadamente 0,6 kb
que representaba la parte 5’ del ARNm sg 4-1 a partir de los ARN totales de células infectadas con VR 2474 (ISU 79)
(Fig. 8A).

Para determinar las secuencias de unién lider-ARNm de los ARNm sg 3, 4 y 4-1, los productos de RT-PCR de
VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894) se purificaron a partir de un gel de agarosa usando un kit GENECLEAN
(Bio 101, Inc.) y se secuenciaron directamente con un Secuenciador de ADN automadtico (Applied Biosystems). Los
cebadores usados para secuenciar el extremo 5’ de los productos de RT-PCR (XM141 y XM077, Tabla 3) se disefiaron
basandose en las secuencias genémicas de VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894) (Fig. 9). Las secuencias de unién
lider-ARNm (en las que el lider une el cuerpo del ARNm durante la sintesis de los ARNm sg) de los ARNm sg 3,4y
4-1 de los dos aislados de PRRSV estadounidense se determinaron comparando las secuencias del extremo 5° de los
ARNm sg y el ARN gendmico de los dos aislados (Fig. 8B).

Las secuencias de unién lider-ARNm de los ARNm sg 3 y 4 de VR 2475 (ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79) eran
idénticas. Para el ARNm sg 3, la secuencia de unién lider (GUAACC) se localiza 89 nucledtidos cadena arriba de la
OREF 3. Para el ARNm sg 4, UUCACC se localiza 10 nucleétidos cadena arriba de la ORF 4 (Fig. 8B y Fig. 9). La
secuencia de unién lider-ARNm del ARNm sg 4-1 de VR 2474 (ISU 79) es UUGACC, localizada 236 nucleétidos
cadena arriba de 1a ORF 4 (Figs. 8By 9).

El alineamiento de las secuencias gendmicas de VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894) demuestra que la
sustitucién de un solo nucleétido, de T en VR 2475 (ISU 1894) a C en VR 2474 (ISU 79), conduce a la adquisicién
de una secuencia de unién lider-ARNm adicional, UUGACC, en VR 2474 (ISU 79) (Figs. 8B y 9). Por lo tanto, se
forma una especie mas de ARNm sg (4-1) (Fig. 5). Ademas de las ORF 4 a 7 contenidas dentro del ARNm sg 4, el
ARNm sg 4-1 contiene en el extremo 5° una ORF pequeiia adicional (ORF 4-1) con una capacidad codificante de 45
aminodcidos (Fig. 9). Esta pequefia ORF se detiene justo un nucleétido antes del codén de iniciacion de la ORF 4.

El andlisis de secuencias de las ORF 2 a 7 de dos aislados estadounidenses revela heterogeneidad de las secuencias
de union lider-ARNm. Se clonaron y secuenciaron las ORF 2 a 5 de VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894) (véase
el Experimento 1 anterior). VR 2474 (ISU 79) produce siete ARNm sg facilmente distinguibles, mientras que VR
2475 (ISU 1894) produce seis ARNm sg distinguibles (Figs. 5 y 7). Se secuenciaron al menos tres clones de ADNc
en cualquier regién dada de las ORF 2 a 5 para cada aislado de virus, usando cebadores universales e inversos, asi
como cebadores con especificidad de virus XM969, XM970, XM 1006, XM078 y XMO077 (Tabla 3). En la Solicitud
de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435 se describen las secuencias de las ORF 6y 7 de VR 2475
(ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79).

El anélisis de la secuencia demostr6 que las ORF 2 a 7 de VR 2474 (ISU 79) y VR 2475 (ISU 1894) solapan entre
si, con la excepcion de una regidn no codificante de 10 nucleétidos entre la ORF 4 y la ORF 5. La misma observacion
se hizo previamente para VR 2385 (Solicitud de Patente de Estados Unidos con el N° de Serie 08/301.435). Esto es
muy poco habitual, ya que todos los miembros de la familia Arteriviridae propuestos, incluyendo LV, contienen ORF
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solapantes. Sin embargo, las ORF de coronavirus se separan por secuencias no codificantes intergénicas. Por lo tanto,
el PRRSV estadounidense parece ser algo similar a los coronavirus en términos de la organizacién genémica en las
regiones de unién de las ORF 4 y 5.

La ORF 2 de VR 2475 (ISU 1894) tenia un aminodcido mas que la de ISU 79 (Fig. 9). El codén de terminacion
de la ORF 2, TAG, se cambi6 por TGG en VR 2475 (ISU 1894) inmediatamente seguido de un nuevo codén de
terminacion TAG en VR 2475 (ISU 1894) (Fig. 9). Los tamaiios de otras ORF de VR 2474 (ISU79) y VR 2475 (ISU
1894) eran idénticos (Fig. 9). No hubo deleciones o inserciones en las ORF 2 a 7 de estos aislados. Sin embargo, estan
presentes numerosas sustituciones a lo largo de toda la secuencia de las ORF 2 a 7 entre VR 2474 (ISU 79) y VR 2475
(ISU 1894) (Fig. 9).

Los nimeros y localizaciones de las secuencias de unién lider-ARNm determinadas o previstas variaban entre VR
2475 (ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79) (Fig. 9). Ademas de la secuencia de unién lider-ARNm 4 regular, TTCACC, 10
nucledtidos cadena arriba de la ORF 4, habia una secuencia de union lider-ARNm 4-1 adicional (TTGACC) localizada
236 nucledtidos cadena arriba de la ORF 4 en VR 2474 (ISU 79) (Fig. 9). Las secuencias de unién lider-ARNm de
los ARNm sg 4 y 4-1 estaban separadas por 226 nucleétidos, lo cual se correlaciona con los tamafios estimados de los
ARNm sg 4 y 4-1 observados en el andlisis de transferencia de Northern (Fig. 5) y amplificacién por RT-PCR (Fig.
8A).

La secuencia de unién lider-ARNm 3 es idéntica entre VR 2475 (ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79) GTAACC,
localizada 89 nucledétidos cadena arriba de la ORF 3. Las secuencias de unién lider-ARNm previstas de los ARNm sg
2y 6de VR 2475 (ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79) también eran iguales (Fig. 9).

Sin embargo, las secuencias de unién lider-ARNm 5 previstas de VR 2475 (ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79) son
diferentes (Fig. 9). Hay 3 posibles secuencias de unién lider-ARNm 5 para VR 2474 (ISU 79) (GCAACC, GAGACCy
TCGACC, localizadas 55, 70 y 105 nucleétidos cadena arriba de la ORF 35, respectivamente). También se encontraron
dos secuencias de unién lider-ARNm 5 potenciales en VR 2475 (ISU 1894) (GAAACC y TCGACC, localizadas 70 y
105 nucledtidos cadena arriba de la ORF 5, respectivamente) (Fig. 9). Las diferencias se debian a las sustituciones de
dos nucledtidos en las secuencias de unién lider-ARNm 5 previstas de estos aislados (Fig. 9).

Ademas de la secuencia de unién lider-ARNm 7 15 nucledtidos cadena arriba de la ORF 7, se encontré una
secuencia de unién lider-ARNm 7 adicional (ATAACC), localizada 129 nucleétidos cadena arriba de la ORF 7 en
cada uno de estos dos aislados (Fig. 9). Sin embargo, el ARNm sg correspondiente a esta secuencia de unién lider-
ARNm 7 adicional no se distinguia claramente del ARNm sg 7 abundante que producia una banda muy difusa en la
transferencia de Northern (Figs. 5,6y 7).

También se encontraron variaciones en los nimeros y localizaciones de las secuencias de unién lider-ARNm entre
LV y los dos aislados estadounidenses analizados en este experimento comparando las secuencias de unién lider-
ARNm de LV con las de los dos aislados estadounidenses VR 2475 (ISU 1894) y VR 2474 (ISU 79). Considerados
conjuntamente, estos datos indican que los ARNm sg de PRRSV son polimérficos y los nimeros y los tamafios exactos
de los ARNm sg dependen del aislado de PRRSV particular analizado. Sin embargo, una serie anidada de seis ARNm
sg refleja con mayor probabilidad la organizacién y transcripcién del genoma de arterivirus convencional.

TABLA 3

Oligonucledtidos sintéticos usados en el Experimento 2

Nombre
) Secuencia Localizacién (nucleétidos)® Polaridad®

Oligo

IN729 5'-GACTGATGGTCTGGAAAG-3' ORF1b, -507 a -490 cadena arriba de ORF2 +
IN782 5-CTGTATCCGATTCAAACC-3' ORF1b, -180 a -163 cadena arriba de ORF2 -
IN312 5-AGGTTGGCTGGTGGTCTT-3' ORF2, 131 a 148 cadena abajo de ORF2 +
IN313 5-TCGGTCACTACCTGTTTIC-3' ORF2, 381 a 398 cadena abajo de ORF2 -
XM1022 5-TGTGCCCGCCTTGCCTCA-3' ORF3, 168 a 175 cadena abajo de ORF3 +
IN268 5'-AAACCAATTGCCCCCGTC-3' ORF3, 520 a 537 cadena abajo de ORF3 -
XM1024 5'-TATATCACTGTCACAGCC-3' ORF4, 232 a 249 cadena abajo de ORF4 +
XmM1023 5'-CAAATTGCCAACAGAATG-3' ORF4, 519 a 536 cadena abajo de ORF4 -
PP287 5-CAACTTGACGCTATGTGAGC-3' ORFS, 129 a 148 cadena abajo de ORF5 +
PP286 5-GCCGCGGAACCATCAAGCAC-3' ORF5, 538 a 667 cadena abajo de ORF5 -
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PP289 5'-GACTGCTAGGGCTTCTGCAC-3' ORF®, 119 a 138 cadena abajo de ORF6
XM780 5-CGTTGACCGTAGTGGAGC-3' ORF8, 416 a 433 cadena abajo de ORF6
PP283 5-CCCCATTTCCCTCTAGCGACTG-3' ORF7, 137 a 178 cadena abajo de ORF7
PP284 5'-CGGCCGTGTGGTTCTCGCCAAT-3' 3'NCR, -27 a -6 cadena arriba de poli (A)
JM260 5-GGGGAATTCGGGATAGGGAATGTG-3' ORF3, 338 a 356 cadena abajo de ORF3
JM259 5-GGGGATCCTTTTGTGGAGCCGT-3' ORF®6, 34 a 52 cadena abajo de ORF
XM993 5'-GGTGAATTCGTTTTATTTCCCTCCGGGC-3' | ORF1b, -53 a -35 cadena arriba de ORF2
XM992 5-GGGGGATCCTGTTGGTAATAG/AGTCTG-3' | ORF3, -50 a -34 cadena arriba de ORF4
XMS70 5-GGTTTCACCTAGAATGGC-3' ORF2, 522 a 550 cadena abajo de ORF2
XM969 5-GATAGAGTCTGCCCTTAG-3' ORF3, 443 a 460 cadena abajo de ORF6
XM1006 5-GCTTCTGAGATGAGTGA-3' ORF4, 316 a 332 cadena abajo de ORF4
XM078 5'-CTGAGCAATTACAGAAG-3 ORF2, 202 a 218 cadena abajo de ORF2
XMO77 5-CAACCAGGGGTAAACACT-3' ORF3, 316 a 333 cadena abajo de ORF3
IN755 5'-GACTGCTTTACGGTCTCTC-3' Lider, 3' final de la secuencia lider
DP586 5-GATGCCTGACACATTGCC-3' ORF4, 335 a 372 cadena abajo de ORF4
XM141 5'-CTGCAAGACTCGAACTGAA-3' ORF4, 78 a 97 cadena abajo de ORF4

a. Los oligonucledtidos se disefiaron basandose en los datos de secuencia presentados en esta solicitud y en

las Solicitudes de Patente de Estados Unidos con los N° de Serie 08/131.625 y 08/301.435.

b. Los oligonucleétidos complementarios al ARN gendmico tienen polaridades negativas (-).
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacién purificada que comprende un 4cido polinucleico que codifica al menos un polipéptido selec-
cionado entre:

una proteina con la secuencia de ISUS55 mostrada en la Fig. 2A, codificada por la ORF 2 del aislado de
PRRSYV depositado en la ATCC con el N° de Acceso VR 2430;

una proteina con la secuencia de ISUS5 mostrada en la Fig. 2B, codificada por la ORF 3 de VR 2430;
una proteina con la secuencia de ISUS5 mostrada en la Fig. 2C, codificada por la ORF 4 de VR 2430;
una proteina con la secuencia de ISUS5 mostrada en la Fig. 2D, codificada por la ORF 5 de VR 2430,
donde la preparacién purificada no es el virus VR 2430 natural.
2. La preparacion purificada de la reivindicacién 1, donde dicho dcido polinucleico codifica una proteina con la
secuencia de ISUS5 mostrada en la Fig. 2D, codificada por la ORF 5 de VR 2430.

3. Una preparacién purificada que comprende un dcido polinucleico que tiene la férmula (V):

S—e=-{-1-k=-§&-3

en la que

K, es un polinucleétido que comprende genes que codifican dicho al menos un polipéptido y opcionalmente uno
o mds genes unidos operativamente al mismo que se seleccionan entre el grupo consistente en (a) un marcador o
gen indicador convencional, (b) genes que codifican al menos un polipéptido o fragmento antigénico del mismo,
codificado por una ORF 5 de una cepa lowa de PRRSV; y (c) genes que codifican al menos un polipéptido, o un
fragmento antigénico del mismo, codificado por una ORF 6 u ORF 7 de una cepa Iowa de PRRSV;

€ que estd presente opcionalmente, es una secuencia polinucleotidica 5° terminal que proporciona un medio para
expresar operativamente el polinucleétido «;

{ es un polinucledtido de la férmula KTV ACC, donde Kes T, Go U,y Ves A, Go C;
¢ es un polinucledtido de aproximadamente 130 nucledtidos de longitud como maximo;

y & que estd presente opcionalmente y que puede estar unido operativamente a €, es una secuencia polinucleotidica
3’ terminal que no reprime la expresidn operativa del polinucleétido «,
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donde el dcido polinucleico no consiste en la secuencia

GGCAGGCTTT GCTGTCCTCC AAGACATCAG TTGCCTTAGG CATCGCAACT CGGCCTCTGA 60
GGCGATTCGC ARRGTCCCTC AGTGCCGCAC GGCGATAGGG ACACCCGTGT ATATCACTGT 120
CACAGCCAAT GTTACCGATS AGAATTATTT GCATTCCTCT GATCTTCTCA TGCTTICTTC 180
TTGCCTTTTC TATGCTTCTG RGATGAGTGA ARAGGGATIT AAGGTGGTAT TTGGCAATGT 240
GTCAGGCATC GTGGCAGTGT GCGTCAACTT CACCAGTTAC GTCCAACATG ‘TCAAGGAATT 300
TACCCAACGT TCCTTGGTAG TTGACCATGT GCGGCTGCTC CATTTCATGA CGCCCGAGAC 360
CATGAGGTGG GCAACTGTTT TAGCCTGTCT TTTTGGCATT CTGTTGGCAR TTTGAATGTT 420
TAAGTATGTT GGGGAAATGC TTGACCGCGG GCTGTTGCTC GCAATTGCTT TTTTIGTGGT 480
GTATCGTGCC GTCTIGTTTT GTTGCGCTCG TCAGCGCCAA CGGGAACAGC GGCTCAAATT 540
TACAGCTGAT TTACAACTTG ACGCTATGTG AGCTGAATGG CACAGATTGG CTAGCTAATA 600
AATTTGACTG GGCAGTGGAG TGTTTTGTCA TTTTTCCTGT GTTGACTCAC ATTGTCICTT. 660
ATGGTGCCCT CACTACTAGC CATTTCCTTG ACACAGTCGG TCTGGTCACT GTGTCTACCG 720
CIGGGTTTGT TCACGGGCGG TATGTTCIGA GTAGCATGTA CGCGGTCIGT GCCCTGGCTG 780
CGTTGATTTG CTTCGTCATT AGGCTTGCGA AGAATTGCAT GTCCTGGCGC TACTCATGTA 840
CCAGATATAC CAACTTTCTT CTGGACACTA AGGGCAGACT CTATCGTTGE OGGTCGCCTG 300
TCATCATAGA GAAAAGGGGC ARAGTTGAGG TCGAAGGTCA CCTGATCGAC CTCAAAAGAG 960
TTGTGCTTGA TGGTTCCGCG GCTACCCCTG TAACCAGAGT TTCAGCGGAA CAATGGAGTC 1020
GTCCTTAGAT GACTTCTGTC ATGATAGCAC GGCTCCACAA ARGGTGCTCT TGGCGTTTTC 1080
TATTACCTAC ACGCCAGTGA TGATATATGC CCTAAAGGTG AGTCGCGGCC GACTGCTAGG 1140
GCTTCTGCAC CTTTTGGTCT TCCTGAATTG TGCTTTCACC TTOGGGTACA TGACATTCGT 1200
GCACTTTCAG AGTACAAATA AGGTCGCGCT CACTATGGGA GCAGTAGTTG CACTCCTTTG 1260
GGGGGTGTAC TCAGCCATAG ARRCCTGGAA ATTCATCACC TCCAGATGCC GTTTGTGCTT 1320
GCTAGGCCGC AAGTACATTC TGGCCCCTGC CCACCACGTT GAAAGTGCCG CAGGCTTTCA 1380
TCOGATTGCG GCARATGATA ACCACGCATT TGTCOGTCCGG CGTCCCGGCT CCACTACGGT 1440
CAACGGCACA TTGGTGCCCG GGTTAAAAAG CCTCGTGTTG GGTGGCAGAA ARGCTGITAA 1500
ACAGGGAGTG GTAARACCTTG TTAAATATGC CAAATAACAC CGGCAAGCAG CAGAAGAGAA 1560
AGARGGGGGA TGGCCAGCCA GTCARTCAGC TGTGCCAGAT GCTGGGTAAG ATCATCGCTC 1620
ACCAAAACCA GTCCAGAGGC AAGGGACCGG GARRGAAAAA TARGARGAAR AACCCGGAGA 1680
AGCCCCATTT CCCTCTAGCG ACTGAAGATG ATGTCAGACA TCACTTTACC CCTAGTGAGC 1740
GTCARTTGTG TCTGTCGTCA ATCCAGACCG CCTTTAATCA AGGCGCTGGG ACTTGCACCC 1800
TGTCAGATTC AGGGAGGATA AGTTACACTG TGGAGTTTAG TTTGCCTACG CATCATACTG 1860
TGCGCCTGAT COGCGTCACA GCATCACCCT CAGCATGATG GGCTGGCATT CTTGAGGCAT 1920
CCCAGTGTTT GAATTGGAAG AATGCGTGGT GAATGGCACT GATTGACATT GTGCCTCTAA 1980
GTCACCTATT CAATTAGGGC GACCGTGTGG GGGTAAGATT TAATTGGCGA GAACCACACG 2040
GCCGAAATTA RARAARAAAA AR 2062.

4. La preparacién purificada de la reivindicacién 1, donde dicho 4cido polinucleico codifica al menos una regién
hipervariable de una proteina codificada por una ORF 5 de una cepa Iowa de PRRSV.

5. Un 4cido polinucleico que codifica al menos un polipéptido que comprende al menos una regién hipervariable
de la ORF 5 de una cepa Iowa de PRRSYV, seleccionado entre:

la regién hipervariable 1: SNDSSSH, SSSNSSH, SANSSSH, HSNSSSH, SNSSSSH, NNSSSSH, NGGDS
ST(Y);

la regién hipervariable 2: ANKFDWAVET, ANKFDWAVEP, AGEFDWAVET, ADKFDWAVEP, ADRFD
WAVEP, SSHFGWAVET; y
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la regién hipervariable 3: LTCFVIRFA, LICFVIRFT, LACFVIRFA, LTCFVIRFV, LCTFIIR
FA, FICFVIRFA, FVCFVIRAA.

6. El 4cido polinucleico de la reivindicacién 5, donde el polipéptido comprende secuencias de aminoécidos adicio-
nales de una ORF 5 de PRRSV.
7. Un polipéptido purificado codificado por el 4cido polinucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Una vacuna que comprende (a) una cantidad eficaz del polipéptido de la reivindicacién 7 para proteger a un
cerdo contra el sindrome reproductivo y respiratorio porcino, y (b) un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

9. Una vacuna que comprende (a) una cantidad eficaz del 4cido polinucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1
a 7 para proteger a un cerdo contra el sindrome reproductivo y respiratorio porcino, y (b) un vehiculo fisiolégicamente
aceptable.

10. Un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido de la reivindicacién 7.

11. El anticuerpo de la reivindicacién 10, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

12. Uso de un anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, en la preparacién de un medicamento para
tratar a un cerdo que padece el sindrome reproductivo y respiratorio porcino.

13. Un kit de diagndstico para ensayar el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino, que compren-
de el anticuerpo de la reivindicacién 10 o la reivindicacién 11 y un agente de diagndstico que indica una reaccién
inmunoldgica positiva con dicho anticuerpo.

14. Un método para producir un polipéptido, que comprende expresar el dcido polinucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 en un sistema de expresion operativo.

15. Un vector de expresién que contiene el 4cido polinucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 bajo el
control operativo de un promotor.
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+1>0RF?2
VR2385 CCTGTCATTGAACCAACTTTAGGCCTGAATTGAGATGAAATGGGGTCTATGCAAAGCCTT 60
ISUR927 . A G..T..AG.C...A...C......... Covvnnnnn, 60
ISUS5 oo B e L 60
ISUZZ e e | GCoovviin... 60
VR2332 ot e | Coven . 60
AN 3T S o | o c T 60
(72 S | N, Coveeeenn 60
VR2385 TTTGACAAAATTGGCCAACTTTTTGTGGATGCTTTCACGRAGTTCTTGGTGTCCATTGTT 120
1SU3%27 ........ P oB 120
ISUSS et C e e 120
TSU22 ot e e 120
v < 7 2 120
TSUIBOA  on ettt e e e e e e e e e e e 120
Isu79 ... e 120
VR2385 GATATCATTATATTTTTGGCCATTTIGTTTGGCTTCACCATCGCAGGTTGGCTESTGETC 180
1SU2927 ........ ot LT.CC 180
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ISU22 ot Coreeeeen, 180
VR233Z ottt Coveveeenan 180
ISU1B94 ........ et Covenneen, 180
ISU79 oo e e e Coveeeen, 180
VR2385  TTTTGCATCAGATTGGTTTGCTCCGCGATACTCCGTGCGCGCCCTGCCATTCACTCTGAS 240
ISUB207 ottt e C..... 240
ISUSS e e 240
ISU2Z o e 240
1 A 240
ISUIBOA .ttt e A 240
ISU7 e A 240
VR2385  CAATTACAGAAGATCCTATGAGGCCTTTCTCTCTCAGTGCCAGGTGGACATTCCCACCTG 300
ISUB297 ot e | T G.... 300
ISUSS e | 300
1SU22 . | P T.C....... Ao 300
VR2332 ..., T T.Cooon. .. Ao 300
ISUIB9S ... ... ... ... T, TA.C........ Ao 300
ISU79 . T T.Coovn .. Ao 300
VR2385  GGGAACTAAACATCCTTTGGRGATGCTTTGGCACCATAAGGTGTCAACCCTGATTGATGA 360
1SU3927 ...... AG. ........ A, Gt 360
Isuss  ..... T T 360
ISU22 LI T 360
i v 360
ISUIB9A ..., | P 360
ISU79 T 360
FIG. 1A
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VR2385  CAATTCATTTGCGCTGTTCATGATGEGCAGAACACCACCTTGCCCCACCATGACAACATT 1140
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ISUT9 i, Ao, Teeeevenann, TA....... T. 1440
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......................................................
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VR2385 TGTACCAGATATACCAACTTTCTTCTGGACACTAAGGGCAGACTCTATCGTTGGCGRTCG 2220

1Su3927
ISU55
1suz22
VR2332
1SU1894
ISU79

VR2385  CCTGTCATCATAGAGAAAAGGGGCAAAGT TGAGGTCGAAGGTCACCTGATCGACCTCAAA
e G...T.G......oeeiant. Tl A ..

1SU3927
ISUS5
1SU22
VR2332
1SU1894
1SU79

.......................................................

............................................
............................................

............................................

.................... G et A

............................................................

............................................................

...............

VRZ385 AGAGTTGTGCTTGATGGTTCCGCGGCTACCCCTGTAACCAGAGTTTCAGCGRAACAATGE

1Su3927
1SUS5
VRZ385
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VR2332
1SU1894
ISU79

AGTCGTCCTTAG 2352
2349

VRZ385
ISU3927 G....... C...
ISUS5
VR2385
1Su22
VRZ2332 G
ISU1894 G
15U79

...........

...................

...................

---------
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GUAACC
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-10
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-26 (ARNm2) +1>0RF2
ISU79  GYTTTATTTCCCTCCGGGCCCTGTCATIGAACCAACTTTAGGCCTGAATTGAAATEAAAT 60
ISU1B94 ... C..... et e e e

ISU79  GGEGTCCATGCAAAGCCTTTTTGACAAAATTGGCCAACTTTTTGTGRATGCTTTCACGGA 120
IsU1B%4 ....... OGP 120

1SU79  GITCTTGGTGTCCATTGTTGATATCATTATATTCTTGGCCATTTIGTTTGGCTTCACCAT 180
1SU1B94 ... .C......lL C..... Toeeiinn e 180

15U79 cscceamecmcmermnscmcmmeemacrccecemcrccmcecs 240
TSUIBOA - oo e e e e e 240

ISU79  CCCTGCCATTCACTCTGAGCAATTACAGAAGATCTTATGAGGCCTTTCTTTCCCAGTGCC 300
ISUIBOA ... i et TA ..., 300

ISU79  AAGTGGACATTCCCACCTGGGGAACTAMMCATCCTTTGGGGATGTTTTGGCACCATAAGG 360
ISUIBO ... it e e 360

1SU79  TGTCAACCCT! GATTGATGAMTGGTGTCGCGTCGMTGTACCGCATCAT@AAAAAGCAG 420
ISUIBI ... ... ..ol Al G 420

ISU7S  GACAGGCTGCCTGGAAACAGGTGGTGAGCGAGGCTACGCTGTCTCGCATTAGTAGTTTGG 480
ISUIBIE .G......cocuivnrininerrnnanereracenaeancnns G 480

ISU79  ATGTGGTGACTCATTTTCACATCTTGCCGCCATCGAAGCCGAGACCTGTAMATATTTEG 540

TSUIBOA ..vvereeeeeniien e e enaieans T, | FURTUR 540
-39 (ARNm3)

ISU79  CCTCCCGGCTRCCCATGCTACACAACCTRLGCATGACAGGGTCAAATGTAACCATAGTGT 600

ISUIBIE ..eonvreeninennnns PO Aceerinnannn —ee, 600

ISU79  ATAATAGTACTTTGAATCGGGTGTTTGCTATTTTCCCAACCCCTGGTTCCCGGCCAAAGE 660

jSU1B94 ............ o 3 < W 660
+1>0RF3

ISU79  TTCATGACTTTCAGCAATGGCTAATAGCTGTGCATYCCTCCATATTTTCCTCIGTIGCAG 720

ISuiesq ....... ) P T S . 720

ISU79  CTTCTIGTACTCTCTTIGTTGTGCTGTGGTTGCGGGTTCCAATACTACGTACTGTTTTTG 780
ISUIB9A ............. T Coreeee, B, 780
*x<ORF2(ISUT9)
1Su79 GﬂTCCGCTGGTTAGGGGCAAﬂWCﬂTCGAACTCATAGTGAATTACACGGTGTGCCC 840
1SU1894 ... ...ii.l.. G...... .. Covreenn Gt T.. 840
Wk ORF2( 15U1894)

FIG. 9A

45



ES 2326 703 T3

ISU79  ACCTTGCCTCACCCGGCAAGCAGCCGCAGAGGCCTACGAACCCGGTAGGTCTCTTTGGTG 900

TSULBOA .vveneneneneeneneenenenenen T 900
ISU79  CAGGATAGGGTACGATCGATGTGGAGAGGACGACCATGACGAGCTAGGGTTTATGATACC 960
TAULBI4 .........-.. T.Covrrnn Gorvonnn SO 90

-236 (ARNm4-1 de ISUT79)
ISU79  GTCTGGCCTCTCCAGCGAAGGCCACTTGACCAGTGTTTACGCCTGGTTGGCETTCTTGTC1020
JSUIBSS .C..oviiiiiiiiieee 1 T..... 1020

1SU79  CTTCAGCTACACGGCCCAGTTCCACCCCGAGATATTCGGGATAGGGAATGTGAGTCGAGT1080

ISUIB94 ... ... L 1080
+1>0RF4-1

ISU79  TTATGTTGACATCAAACATCAACTCATCTGCGCCGAACATGACGGGCAGAACACCACCTT1140

6115 8- 2 L S Toee A..... G....... 1140

ISU79  GCCTCGTCATGACAACATTTCGGCCGTGTTTCAGACCTATTACCAACATCAAGTCGACGG1200

ISUIB94 ............... T..... A T..1200
-10 (ARNm4)+1>0RF4
ISU79  CGGCAATTGGTIICACCTAGAATGGCTGCGTCCCTTCTTTTCCTCATGGTTGGTTTTAAALI260

ISUIB94 ........... e T 1260
*+x<ORF4-1

ISU79  TGTCTCTTGGTTTCTCAGGCGTTCGCCTGCAAACCATGTTTCAGTTCGAGTCTTGCABACI20

ISU1B94 ........... B Gt e T1320

ISU79  ATTAAGACCAACACCACCGCAGCGGCAAGCTTTGCTGTCCTCCAAGACATCAGTTGCCTT1380
ISU1834 .............. T e 1380

**k

ISU79  AGGCATCGCAACTCGGCCTCTGAGGCGATTCGCAAAATCCCTCAGTGCCGTACGGCGATAL440

TSULBOA . oo oo oo e e e e e e e e e e 1440
*<0RF3
ISU79  GGGACACCTATGTATATTACCATCACAGCCAATGTGACAGATGAAAATTATTTACATTCT1500

ISU189%4 ........ 0 Govvninent 1500

ISU79  TCTGATCTCCTCATGCTCTCTTCTTIGCCTTTTCTATGCTTCTGAGATGAGTGAAAAGGGALS60
ISUIB94 ... ............ Tt G A...1560

1SU79  TTTGAGGTGGTTTTTGGCAATGTGTCAGGCATCGTGGCTGTGTGTGTCAATTTTACCAGL1620
1SU1894 . .CA....... A 1620

ISU79  TACGTTCAACATGTCAGGGAGTTTACCCAACGCTCCTTGATGGICGACCATGTGLGGCTG1680

1sU1894 ..... O U CG el T..1680
-70 -55 (ARNm3 de ISU79)

ISU79  CTCCATTTCATGACACCTGAGACCATGAGGTGGGCAACCGTTTTAGCCTGTCTTTTTGCT1740

ISU1894 ........eviin Y - VR L C1740
-70 (ARNmS de ISU1894)

FIG. 9B
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**k<ORF4 +1>0RFS
ISU79  ATTCTGTTGGCAATTTGAATGTTTAAGTATGTTGGGRAAATGCTTGACCGTGGGCTGTTG1800
1suU1894 ...... o Coennl. 1800

ISU79  CTCGCGATTGCTTTCTTTGTGGTGTATCGTGCCGTTCTGTTTTACTGTGCTCGCCGACGC1B860
ISUIBIS ..o e Goevrvennt A....1860

ISU79  CCACAGCAACAGCAGCTCTCATCTGCAATTGATTTACAACTTGACGCTATGTGAGCTGAA1920
1SU18%4 .AG.GC............ C..... ALGC. ..o 1920

ISU79  TGGCACAGATTGGCTAGCTGATAGATTTGATTGGGCAGTGGAGAGCTTTGTCATCTTTCC1980
ISU18%4 ....... . A Tt 1980

ISU79  TGTTTTGACTCACATTGTCTCCTATGGCGCCCTCACCACCAGCCATTTCCTTGACACAAT2040
ISUIBI C....eee e | P T..T...... Cooooiiiiot. G.2040

ISU79  TGCTTTAGTCACTGTGTCTACCGCCGGGTTTGTTCACGGGCGGTATGTCCTAAGTAGCAT2100
ISULBI4 C..C. .o it e e e e 2100

ISU79  CTACGCGGTCTGTGCCCTGGCTGCGTTGACTIGCTTCGTCATTAGGTTTGTGAAGAATTG2160
ISUIB9Y ... . A .o CA.......... 2160

ISU79  CATGTCCTGGCGCTACTCATGTACTAGATATACCAACTTTCTTCTGGATACTAAGGGCAG2220
Isu18%4 ............... T..G..... Covr Cooriil 2220

I1SU79  ACTCTATCGTTGGCGGTCGCCTGTCATCATAGAGAAGAGGGGCAAAGTTGAGGTCGAAGG2280

ISU1894 ... ........... AT, e A 2280
-32 -23 (ARNmS)

ISU79  TCATCTGATCGATCTCAAAAGAGTTGTGCTTGATGETTCCGTGRCAACCCCTATAACCAG2340

1SU1894 ............ G Covi . ..2340
+1>0RF6 *+HHCORFS

ISU79  AGTTTCAGCGGAACAATGGGGTCGTCCTTAGATGACTTCTGTTATGATAGTACGGCTCCA2400

ISUIBOA ..\t CCon 2400
ISU79  CAAAAGGTGCTTTTGGCATTTTCTATTACCTACACGCCAGTAATGATATATGCCCTARAG2460
1501894 ...... e G B 2460
ISU79  GTGAGTCGCGGCCGACTGCTAGGGCTTCTGCACCTTTTGATTTTCCTGAACTGTGCTITC2520
ISUIB9S .. ... Co....... To........ 2520
ISU79  ACCTTCGGGTACATGACATTCATGCACTTTCAGAGTACAAATAAGGTCGCGCTCACTATG2580
ISUIB94 ..\'eeeeeeenennns. [ T 2580
FIG. 9C
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ISU79  GGAGCAGTAGTTGCACTCCTTTGGGGGGTGTACTCAGCCATAGAAACCTGGAAATTCATC2640
01 1 1 2640

ISU79  ACCTCCAGATGCCGTTTGTGCTTGCTAGGCCGCAAGTACATTCTGECCCCTGCCCACCAC2700
1SU1894 .......... IS .....2700

1Su79 GTTGAAAGTGCCGCAGGCTTTCATCCGATTGCGGCAAATGAIAACLACGCATTTGTCGTCZ760
ISUIBIA . et it * S 8 8 s e e 2760

ISU79  CGGCGTCCCGGCTCCACTACGGTCAACGGCACATTGGTGCCCGGGTTGAAAAGCCTCGTG2820

YL L 2820
-15(ARNm7)  +1>0RF7¥+*<0RF6

1SU79 TTGGGTGGCAGAAAAGCTGTTAAACAGGGAGTGGIAAAQCTTGTCMATATGCCAAATAAZBBO
ISUIBI ...t ettt + t e e e e e 2880

ISU79  CAACGGCAAGCAGCAGAAGAGAAAGAAGGGGGATGGCCAGCCAGTCAATCAGCTGTGCCA2940
ISULBOA .ttt ittt e it et e 2940

1SU79  GATGCTGGGTAAGATCATCGCCCAGCAAAACCAGTCTAGAGGCAAGGGACCGGGAAAGAA3D00
IsU1894 ..ot Tooieiiiiaani 3000

1SU79  AAATAAGAAGAAAAACCCGGAGAAGCCCCATTTTCCTCTAGCGACTGAAGATGATGTCAG3060
1) 1 T o 3060

1SU79  ACATCACTTTACCCCTAGTGAGCGGCAATTGTGTCTGTCGTCAATCCAAACTGCCTTTAA3IZ0
1su18%4 ......... e e G..C........ 3120

ISU79  TCAAGGCGCTGGGACTTGCACCCTGTCAGATTCAGGGAGGATAAGTTACACTGTGGAGTT3180
) - L 3180

ISU79  TAGTTTGCCTACGCATCATACTGTGCGCTTGATCCGCGTCACAGCATCACCCTCAGCATG3240

Isu1g%4 ......... A e 3240
*<0RF7
ISU79  ATGGGCTGGCATTCTTGAGGCATCCCAGTGTTTGAATTGGAAGAATGCGTGGT 3293

0 ) - 3293
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