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COMPOSICIONES Y CEPAS DEL VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTIVO
Y RESPIRATORIO

Descripcién
Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a dos cepas atenuadas del virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) y las composiciones
inmundégenas que comprenden una o mas cepas del virus atenuado del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV).

Antecedentes de la Invencién

El PRRS se reconoci6 por primera vez en los Estados Unidos en 1987.
Se extendio rapidamente a través de todas las areas principales de produccién
porcina de Norte América. Después aparecié en Europa y hoy el PRRSV tiene
una distribucién casi mundial. Muchos productores porcinos, oficiales del
gobierno y veterinarios creen que el PRRS es actualmente una de las
amenazas econOmicas mas serias afrontadas por las industrias porcinas en
todo el mundo.

Como su nombre implica, el PRRS se caracteriza clinicamente por su
capacidad para provocar fallo reproductivo en hembras prefiadas,
especialmente cuando inicialmente se infecta tarde en la gestacion vy
enfermedad del tracto respiratorio en cerdos de todas las edades, pero mas
comun y severo en cerdos jovenes. La infeccion del PRRSV se piensa que
también potencia los efectos de otros patdogenos porcinos. En la base de
estudios seroldgicos retrospectivos, también se ha hecho evidente que muchas
infecciones con el PRRSV de porcinos son subclinicas o producen signos
clinicos menos obvios. Por lo tanto, el PRRSV a menudo logra el acceso a una
piara y se extiende extensivamente antes de que su presencia se detecte por
primera vez.

El virus puede persistir en un hospedador infectado durante al menos
varios meses. Dichos "vehiculos" perpetuan la infeccion y hacen el control de la
enfermedad sumamente dificil. Como una consecuencia, los medios mas
eficaces para reducir el impacto econbmico del PRRSV son vacunar
(inmunizar) cerdos potencialmente susceptibles antes de que se expongan al
virus de campo virulento.

Las vacunas atenuadas, (fabricadas por Boehingher Ingelheim)
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preparadas por cepas unicas del PRRSV, estan disponibles en el mercado.
Una esta autorizada para usarse en cerdos entre 3 y 18 semanas de edad para
la prevencion de enfermedades del tracto respiratorio (Gorcyca et al., 1995).
Una esta autorizada para la pre-reproduccion.

Se ha descrito otra vacuna atenuada para la prevencién del fallo
reproductivo (Hesse et al., 1996). Se prepara a partir de una cepa unica del
PRRSV y sélo se ha ensayado contra una unica cepa del PRRSV. La cepa de
desafio se describe como heter6loga en la base de la respuesta anamnésica
de hembras de primera cria vacunadas siguiendo el desafio; no obstante, no se
ha presentado otra evidencia para establecer que las dos cepas, es decir, la
usada para la vacuna y la usada para el desafio de inmunidad, son
genéticamente o antigénicamente distintas. El documento WO 00/65032
describe un método de atenuacién, asi como una cepa del PRRSV atenuada
derivada de la cepa particularmente virulenta JA-142 (Ejemplo 1, p. 7, 1. 5 - p.
10, I. 27).

Existen dos serotipos principales conocidos del PRRSV (Done et al.,
1996). Uno (prototipo Lelystad) es representativo de al menos la mayoria de las
cepas que se han aislado en Europa del Este. El otro (prototipo de ATCC 2332)
es representativo de al menos la mayoria de las cepas aisladas en América del
Norte y Asia. Existen también variantes antigénicas en los prototipos (Meng et
al., 1995) y las diferencias de base de secuencia entre cepas aisladas en
América del Norte han permitido su diferenciacion (Wesley et al., 1996).
SUMARIO DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar una composicion
inmunégena que protege un cerdo contra la enfermedad clinica provocada por
el PRRSV. Las composiciones inmunogenas derivaron de dos cepas del
PRRSV que se aislaron de cerdos afectados con el PRRSV en los Estados
Unidos.

Otro objeto de la invencion es proporcionar dos cepas atenuadas del
PRRSV que serian utiles en una vacuna polivalente contra el PRRS. De esa
manera, la invencion proporciona:

1. Una composicidn inmundgena para usarse en la induccion de una
respuesta inmune protectora contra una enfermedad provocada por el virus
del sindrome reproductivo y respiratorio porcino, dicha composicidén
comprende una cantidad eficaz de un virus del PRRS atenuado
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seleccionado de un grupo que consiste en el virus del PRRS atenuado de

ATCC PTA-6281, el virus del PRRS atenuado de ATCC PTA-6282 y

combinaciones de los mismos; y un vehiculo o un disolvente

farmacéuticamente aceptable.

2. La composicion inmunégena como se menciona anteriormente, en la que

dicho virus es el virus del PRRS atenuado de ATCC PTA-6281.

3. La composicién inmunégena de lo que se menciona anteriormente, en la

que dicho virus es el virus del PRRS atenuado de ATCC PTA-6282.

4. Una composicién inmunogena polivalente para usarse en la induccion de

una respuesta inmune protectora contra una enfermedad provocada por el

virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino, dicha composicion

comprende una cantidad eficaz de dos o mas virus atenuados, que

comprenden al virus del PRRS de ATCC PTA-6281 y al virus del PRRS de

ATCC PTA-6282.

5. La composicion inmunégena de lo que se menciona anteriormente,

comprende adicionalmente un adyuvante.

6. El inmundgeno polivalente como se menciona anteriormente, comprende

adicionalmente un adyuvante.

7. Un virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino atenuado PP5

como se representa por el depdsito de ATCC N° PTA-6282.

8. Un virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino atenuado LC13

como se representa por el deposito de ATCC N° PTA-6281.

9. El uso de una composicién inmunoégena de acuerdo con cualquiera

anteriormente mencionada o una composicion inmunégena polivalente de

acuerdo con 6. en la fabricacion de un medicamento para usarse en la

inducciéon de una respuesta inmune protectora contra una enfermedad

provocada por el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino.
DEPOSITO DE MATERIAL BIOLOGICO

Las cepas atenuadas PP5 y LC13 se depositaron el 4 de noviembre del
2004 bajo los términos del Tratado de Budapest en la American Type Culture
Collection en Manassas, Virginia y se han asignado los N° de Acceso de ATCC
PTA-6282 y de ATCC PTA-6281, respectivamente.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
En el presente documento "composicion inmundégena" se define en su

amplio sentido para referirse a cualquier tipo de agente bioldgico en una forma
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administrable capaz de estimular una respuesta inmune en un animal. Una
composicion inmundgena puede componerse por el agente viral o el virus
mismo o un componente inmunogeno (antigénico) del virus.

La composicion inmunégena de la invencion se prepard de cualquiera o
mas de las dos cepas atenuadas del PRRSV: PP5 y LC13. Cada cepa se
ensayo individualmente por seguridad y por la capacidad de inducir una
respuesta inmune y se contempla que una vacuna polivalente comprendida por
las dos cepas seria al menos igual de segura y eficaz que cada composicion
monovalente y puede proporcionar incluso una inmunidad mas amplia para
cepas de campo virulentas del PRRSV.

Se seleccionaron dos cepas del PRRSV (cepas PP5 y LC13) para el
desarrollo como composiciones inmunogenas.

Cepa del PRRSV PP5

Un aislado virulento del virus del PRRS se obtuvo de muestras tisulares
de un cerdo enfermo. Se inocul6 un homogeneizado tisular del cerdo enfermo
en macrofagos alveolares primarios y se detecté la presencia del virus por
efectos citopaticos en cultivos inoculados pero no controlados. Posteriormente
se demostré el virus aislado por reactividad con anticuerpos monoclonales
especificos para el virus del PRRS por inmunofluorescencia indirecta. Las
placas de 96 pocillos de células Marc145 confluentes se fijaron con acetona al
80% durante 10 minutos 2 dias después de la infeccién con el virus. Después
se incubaron las monocapas con anticuerpos monoclonales SDOW17 o VO17.
Después del lavado, se detecto la reactividad del anticuerpo monoclonal con
cada virus por incubacién con IgG antiraton conjugada con isotiocianato de
fluoresceina seguido por un lavado y el examen para fluorescencia por
microscopia. Se observd una fluorescencia positiva con ambos anticuerpos
monoclonales para el virus PP5. El virus PP5 se atenu6 por pases sucesivos
en cultivo tisular. El virus se pasé inicialmente por inoculacidon de cultivos
primarios de macréfagos alveolares porcinos (SAM) (para el primer pase) y
después por pases sucesivos en células Marc145 para un total de 81 pases.
Durante este proceso, los clones del virus se aislaron por purificacion en placa
y se caracterizaron para propiedades fenotipicas. La composicion inmundgena
del clon PP5 se seleccion6 por crecimiento defectuoso en macréfagos
alveolares porcinos y la falta de la induccién de la enfermedad en cochinillos y
cerdas prefiadas. El PP5 se expandié en células Marc145 y se congelé como
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un virus de cepa madre.

El PP5 se puede diferenciar de otras cepas del PRRSV atenuadas
aisladas por la region ORF5 de su secuencia.
Cepa del PRRSV LC13

Un aislado virulento del virus del PRRS se obtuvo de muestras tisulares
de un cerdo enfermo. Se inocul6 un homogeneizado tisular del cerdo enfermo
en macrofagos alveolares primarios y se detectd la presencia del virus por
efectos citopaticos en cultivos inoculados pero no controlados. Posteriormente
el virus aislado se demostré ser reactivo con anticuerpos monoclonales
especificos para el virus del PRRS por inmunofluorescencia indirecta. Las
placas de 96 pocillos de células Marc145 confluentes se fijaron con acetona al
80% durante 10 minutos 2 dias después de la infeccién con el virus. Después
se incubaron las monocapas con anticuerpos monoclonales SDOW17 o VO17.
Después del lavado, se detectd la reactividad del anticuerpo monoclonal con
cada virus por incubacién con IgG antiraton conjugado con isotiocianato de
fluoresceina seguido por un lavado y el examen para fluorescencia por
microscopia. Se observd una fluorescencia positiva con ambos anticuerpos
monoclonales para el virus LC13. El virus LC13 se atenud por pases sucesivos
en cultivo tisular. El virus se aisld inicialmente en cultivos primarios de
macrofagos alveolares porcinos y después se hicieron pases sucesivamente en
células Marc145 para un total de 67 pases. Durante este proceso, los clones
del virus se aislaron por purificacibn en placa y se caracterizaron para
propiedades fenotipicas. La composicion inmunégena del clon (LC13) se
selecciond por crecimiento defectuoso en macrofagos alveolares porcinos y la
falta de la induccion de la enfermedad en cochinillos y cerdas prefiadas. El
LC13 se expandié en células Marc145 y se congel6 como un virus de cepa
madre.

El LC13 se puede diferenciar de otras cepas del PRRSV atenuadas
aisladas por la regién ORF5 de su secuencia.

El virus o los virus de la composicion se prepararon para la
administracion por formulacién en una dosificacidn de inmunizacién eficaz con
un vehiculo o disolvente farmacéuticamente aceptable, tal como una solucién
salina fisiolégica o un medio de cultivo tisular. La expresion "cantidad eficaz" se
define como siendo esa cantidad que inducira la inmunidad en un cerdo contra
el desafio por una cepa virulenta del PRRSV. La determinacién de las
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cantidades de dosificacion actuales estaria completamente dentro de la
experiencia de una persona en la técnica. Basandose en los ejemplos
proporcionados posteriormente, se contempla que una realizacibn es una
dosificacién unica de aproximadamente 10*° TCIDso/ml.

Las composiciones se pueden administrar por via oral, por via oro-nasal
o por inyeccién. Se pueden incluir en la formulacién de la composicion
adyuvantes apropiados como se conocen en la técnica. Como se menciona
previamente, las composiciones inmunégenas del sujeto o las vacunas se
pueden usar de manera individual o se pueden combinar juntas en cualquier
combinacion en la formulacion de una composicion polivalente.

Los siguientes ejemplos se usan para ilustrar el logro exitoso de los
objetivos de la invencion.

Ejemplos

Se prepar6é una composicidon inmunoégena usando MARC145 como el
sustrato (no obstante se pueden usar lineas celulares alternas que apoyen el
crecimiento del virus del PRRS tales como células MA104). Las células
MARC145 se crecieron a confluencia en recipientes de cultivo tisulares
adecuados (es decir, botellas de rodillo de 850 ¢cm?) usando un medio minimo
esencial de Eagle (EMEM) conteniendo suero fetal bovino del 5 al 10%, L-
glutamina 2 mM y antibidticos (tales como gentamicina 30 ug/ml). Se pueden
también usar los medios de cultivo tisular alternos que pueden apoyar el
crecimiento de las células MARC145 tales como medios esenciales
modificados de Dulbecco [DEMEM], Medio 199 u otros. Se inocularon las
monocapas confluentes de células MARC145 con PP5 y LC13 a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 1:10 (se puede usar MOI en el intervalo de
1:5 a 1:100). Seguido de la incubacion durante cinco dias a 37°C, los fluidos
sobrenadantes del cultivo se recogieron por decantacion.

Los fluidos de virus se titularon mediante la realizacion de diluciones
seriadas en EMEM suplementado como precede y la inoculacién de 0,2 ml por
pocillo en al menos cuatro pocillos replicados de células MARC145 o MA104
confluentes en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos. Los cultivos se
incubaron durante cinco dias a 37°C, 3-5% de CO; en una camara humidificada
y se observaron para los efectos citopaticos. Los titulos (criterios de valoracién
al 50%) se calcularon de acuerdo con los métodos de Spearman y Karber.

Para la preparacién de una composicion inmunogena inactivada o una
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formulacion de vacuna inactivada, los fluidos de virus se incubaron con un
agente de inactivacion quimica tales como formaldehido, glutaraldehido,
etilenimina binaria o beta-propiolactona. Después los fluidos de virus se
almacenaron a 4°C hasta que se formuld en la composicion inmundgena. La
composicién inmunégena se prepard mediante la mezcla de fluidos de virus
(conteniendo de 10° a 10° TCIDsy, del virus; basandose en titulos de
preinactivacién) con un disolvente fisiolbgicamente aceptable (tales como
EMEM, Hank's Balance Salt Solution®, solucién salina tamponada con fosfato)
y un adyuvante inmunoestimulante (tales como aceite mineral, aceite vegetal,
hidroxido de aluminio, saponina, detergentes no iénicos, escualeno u otros
compuestos conocidos en la técnica, usados solos o en combinacion). Una
dosis de composicion inmundgena fue tipicamente entre 1y 5 ml.

Para una composicion inmunogena viva o una formulacion de vacuna
viva, los fluidos de virus (virus atenuados) se almacenan congelados a -50°C o
mas frio hasta el uso. Los fluidos de virus (contienen tipicamente 10°%°
TCIDso/dosis pero en el intervalo de 10*° y 10"° TCIDsc/dosis) se diluyen con
un disolvente fisioldgicamente adecuado (tales como EMEM, Hank's Balanced
Salt Solution®, solucion salina tamponada con fosfato) y una mezcla
fisioldgicamente adecuada de compuestos disefiados para estabilizar el virus.
Los compuestos conocidos en la técnica que pueden usarse solos o en
combinacion para estabilizar los virus incluyen sacarosa, lactosa, N-Z amina,
glutation, neopeptona, gelatina, dextrano y triptona. La vacuna se almacena
congelada (-50°C o mas frio) o liofilizada con almacenamiento a 4°C hasta el
uso. La composiciéon inmundgena o la vacuna tiene tipicamente un tamafio de
dosis de 2 ml (intervalo de 1 a 5 ml).

Para la profilaxis contra la enfermedad inducida por PRRS, los porcinos
se vacunan con compuestos inmunégenos inactivados o vivos por
administracion intradérmica, intramuscular, subcutanea, intranasal u oral de
una dosis de la vacuna. Puede administrarse una vacunaciéon de refuerzo de
dos a cuatro semanas después de la inmunizacién inicial. Para la prevencion
de la enfermedad asociada al PRRS, el régimen de vacunacion se inicia
tipicamente hasta 6 semanas antes de la reproduccion y puede suministrarse
como tarde una semana después de la reproduccion. Para la prevencion de la
enfermedad respiratoria en cochinillos, la vacunacion puede suministrarse
como pronto a las 3 semanas de edad.
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Los Ejemplos de la Atenuacién de Cepas y su Capacidad para Inducir la
Respuesta Inmune
Experimento de PP5

Las cerdas seronegativas del PRRS se inocularon a los 85 dias de
gestacién por via intranasal (3 ml/fosa nasal) con las cepas de vacunas de
cepas madre PP5 (10*° TCIDsy/ml). Todas las cerdas parieron a su hora
prevista.

La Tabla 1 proporciona los resultados para el experimento de cepas del
virus del PRRS PP5. El primer grupo PP5-WT es el virus de tipo silvestre o el
control de virulencia/enfermedad. El grupo PP5-MSV es el virus de cepa madre
de la cepa atenuada PP5. PP5-BP representa el quinto ultimo pase (pase de
cerdo) desde PP5-MSYV para ver si tiene lugar la reversion cualquiera a virus de
tipo silvestre.

Los resultados del experimento de PP5 se resumen en la Tabla 2. El
PP5-WT provoca una mortalidad en el parto del 69% comparado con PP5-MSV
y PP5-BP habiendo provocado solo del 16% de la mortalidad en el parto al 19%
de la mortalidad en el parto, respectivamente.

Tabla 1: PP5
Grupo N° de Cerdas Anticuerpo Elisa % de Mortalidad en el Nacimiento

PP5-WT 40 NT 100%

PP5-WT 165 0,9 85%

PP5-WT 313 1,3 67%

PP5-WT 1138 1,2 25%

PP5-WT 1156 1,2 45%
Totales de

PP5-WT 69%
PP5-MSV 1344 0,511 20%
PP5-MSV 1347 0,002 0%
PP5-MSV 1348 1,005 40%
PP5-MSV 1350 1,151 15%
PP5-MSV 1353 0,899 0%
PP5-MSV 1355 1,188 13%
Totales de

PP5-MSV 16%
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PP5-BP 1345 0,932 38%
PP5-BP 1346 0,56 13%
PP5-BP 1349 0,515 33%
PP5-BP 1351 0,569 0%
PP5-BP 1352 1,174 27%
PP5-BP 1354 0,624 0%
Totales de
PP5-BP 19%
Tabla 2: Resumen de PP5
% Mortalidad en el Nacimiento

Virus de Tipo Silvestre  69% PP5-WT

Virus de Cepa Madre 16% PP5-MSV

Virus de Ultimo Pase 19% PP5-BP

Experimento de LC13

Las cerdas seronegativas de PRRS se inocularon a los 85 dias de
gestacion por via intranasal (3 ml/fosa nasal) con la cepa de vacunas de cepa
madre LC13 (104'5 TCIDso/ml). Todas las cerdas parieron a su hora prevista.

La Tabla 3 proporciona los resultados para el experimento de cepas del
virus del PRRS LC13. El primer grupo LC13-WT es el virus de tipo silvestre o el
control de virulencia/enfermedad. El grupo LC13-MSV es el virus de cepa
madre de la cepa atenuada LC13. LC13-BP representa el quinto ultimo pase
(pase de cerdo) desde LC13-MSV para ver si tiene lugar la reversion cualquiera
a virus de tipo silvestre.

Los resultados del experimento de LC13 se resumen en la Tabla 4. El
LC13-WT provoca una mortalidad en el parto del 86% de los cochinillos,
mientras que LC13-MSV y LC13-BP sélo provocan del 12% de la mortalidad en
el parto al 15% de la mortalidad en el parto, respectivamente.

Tabla 3: LC13
Grupo N° de Cerdas Anticuerpo Elisa % de Mortalidad en el Nacimiento
LC13-WT 187 1,3 75%
LC13-WT 309 NT 100%
LC13-WT 518 0,8 100%
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LC13-WT 858 1,2 88%
LC13-WT 1041 1,2 56%
Totales de
LC13-WT 86%
LC13-MSV 843 1,0 0%
LC13-MSV 845 0,7 8%
LC13-MSV 846 0,0 0%
LC13-MSV 848 1,1 25%
LC13-MSV 850 1,0 11%
Totales de
LC13-MSV 12%
LC13-BP 844 <0,1 0%
LC13-BP 847 <0,1 31%
LC13-BP 849 <0,1 10%
LC13-BP 851 <0,1 11%
LC13-BP 853 <0,1 0%
Totales de
LC13-BP 13%
Tabla 4: Resumen de LC13
% Mortalidad en el Nacimiento
Virus de Tipo Silvestre 86% LC13-WT
Virus de Cepa Madre  12% LC13-MSV
Virus de Ultimo Pase  13% LC13-BP

Los datos de anticuerpos del ensayo (Elisa) inmunosorbente de unién a
enzimas hallados en las Tablas 1 y 3 representan los resultados de un ensayo
de anticuerpos Elisa en las cerdas. ELISA es el ensayo mas comunmente
utilizado para la deteccién de anticuerpos contra el PRRS. El HerdChek PRRS
ELISA fabricado por IDEXX Laboratories Inc. es para la deteccién de
anticuerpos anti-PRRS de proteinas de la nucleocapside (N) del suero o el
plasma porcino. Los resultados del ensayo se determinaron basandose en los
valores de la Muestra/Positivo (S/P): positivo = tasa de S/P > 0,4, negativo =



ES 2349 045 T3

11

tasa de S/P < 0,4. Como los resultados muestran en la Tabla 1 y 3, ambos
LC13-MSV y PP5-MSV aumentan los anticuerpos para el PRRS. Estos datos
generados proporcionan evidencias de una composiciéon inmundgena.

Los datos presentados en esta solicitud demuestran claramente que las
cepas de virus atenuadas del PRRS PP5 y LC13 son ambas seguras e inducen
una respuesta inmune.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmundégena para usarse en la induccion de una
respuesta inmune protectora contra la enfermedad provocada por el virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino, dicha composicidén
comprendiendo una cantidad eficaz de un virus del PRRS atenuado
seleccionado del grupo que consiste en el virus del PRRS atenuado de ATCC
PTA-6231, el virus del PRRS atenuado de ATCC PTA-6282 y combinaciones
de los mismos; y un vehiculo o disolvente farmacéuticamente aceptable.

2. La composicién inmunogena de la reivindicacion 1, en la que dicho virus
es el virus del PRRS atenuado de ATCC PTA-6281.

3. La composicién inmunogena de la reivindicacion 1, en la que dicho virus
es el virus del PRRS atenuado de ATCC PTA-6282.

4. Una composicion inmunogena polivalente para usarse en la induccion de
una respuesta inmune protectora contra la enfermedad provocada por el virus
del sindrome reproductivo y respiratorio porcino, dicha composicién comprende
una cantidad eficaz de dos o mas virus atenuados, que comprende el virus del
PRRS de ATCC PTA-6281 y el virus del PRRS de ATCC PTA-6282.

5. La composicion inmunoégena de cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
comprende adicionalmente un adyuvante.

6. La composicion inmundgena polivalente de la reivindicacion 5,
comprende adicionalmente un adyuvante.

7. Un virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino atenuado PP5
como se representa por el depdsito de ATCC N° PTA-6282.

8. Un virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino atenuado LC13
como se representa por el depdsito de ATCC N° PTA-6281.

9. El uso de una composicién inmundégena de acuerdo con cualquiera de
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las reivindicaciones 1-4 o de una composicidbn inmundgena polivalente de
acuerdo con la reivindicacién 6 en la fabricacion de un medicamento para
usarse en la induccibn de una respuesta inmune protectora contra una
enfermedad provocada por el virus del sindrome reproductivo y respiratorio
porcino.
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