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Anex s:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 482.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o0 a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccidn de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién de los anexos del examen preliminar efectuado por la iPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacidon de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o tltulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la
invencion de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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Figura Caracteristica.

Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE: EMILIO FERRERO

FIRMA : 2 e
C.C. 438.018 de Usaquén T.P. 31.829
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D cument s anexos

1. Publicacién Internacional WO 2006/034319 A2
Paginas en el idioma original 41
Paginas en espariol 35
Reivindicaciones: Nimero (s) 20
Figuras: Numero (s) 10

2. X Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Intemacional.

3. X Extracto de publicacion.

4. [{ Caratula de la publicacién intemacional WO 2006/034319 A3

5. X Copia de la solicitud para adicionar la prioridad No. 11/230,723 del 20 de
Septiembre de 2005.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL



APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: The United States of America
THIS PUBLIC DOCUMENT

2. has been signed by JEANNE E. ROGERS

3, acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

4. in the State of Connecticut for the term of November 26, 2001 to November 30, 2006

CERTIFIED

5. at Hartford, Connecticut 6. on March 13, 2006
7. by SUSAN BYSIEWICZ Secretary of the State of Connecticut
8. Number : 2006-3439

9. Seal :
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U Case 10052
-1-

] epresentacién Poder autenticacién notarial
gggggglgg industriales, marcas de fibrica, nombres comerciales,

CARRERA 4g.-N° 72-35 ensefias, nombres de dominjo, lemas comerciales, licenclas.
BOGOTA, 8 - COLOMBIA
Representation and Power-of-Attorney with notarial
avthentication and Apostille for patents, utllity models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trude

embg domain names, sl_oE licenses.
REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

REPRESENTACION Y PODER

Yo (nosotros), abajo firmado (s)}1 (we), the undersigned
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

domidilado (s)
en/of

2621 North Belt Highway,

St. Joseph, MO 645086, Estados Unidos de América

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
tpa, 23555 y GERMAN CAVELIER, ipa. 832, domiciliados en In
Carreru 4a N° 72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimicnto a lo
dispuesto en ¢l panigafo lo del Ariculo 543 del Cédigo de
Comescip, el primero como principal y los demiis como suplentes,
en su orden, como mis (nuestros) representantes en wdos los
asuntos de propiednd industrial con facultad pam recibir
notificaciones 'y nombrar epoderados judiciales o extrajudicinles.
El primer represcntante suplente reempluzard al principal en caso
de wusencin o impedimento temporal o definitivo de aquél. La
misma regla s¢ aplicard cuando ¢l segundo representante suplente
haya de reemplazar al primero, o ¢l tercero al segundo. En tales
cagos, ¢l representante principal, o el primero, o segundo suplenie,
en sy ¢as0, o ambos, declaranin su intencidn de no ejercer ls
representacidn  mediante declaracidn wuteaticads por Notario
Piblico en Colombig, o por Notario u otro Funcionario Pdblico, o
Cénsul de Colombia, en el extranjero; y ai s tatare de
impedimento, con el centificado respectivo. Si alguno de los
nombradoé faltare definitivamente, ¢l siguicnte tomard su lugar.
Cuando cesare In ausencia o impedimento del representunte
principal, o de su primero o segundo suplantes, en su caso, podnin
ejercer Ia representacién, en su orden, uno u otros segdn el caso,
wsumiéndola por el solo hecho de cjercerla, cesando en ese
momento el gjercicio de la representacién por ¢l primero, segundo
o tercer suplente en su caso.

bereby ratify the patent appl. N¥o. 06.006.798 filed by Bmilio Ferrero on Jan. 25,2006,and

in due compliance with the terms of paragmph a1, of article 543
of the Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO,
tpo. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 and GERMAN
CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4a N® 72..385,
Bogoud, Colombisa, the first as principal and the others as
altcrnates, in the order of their appointment, s our
representatives for all industrial property marters with faculty to
receive notifications and (o appoint attorneys in and out of Court.
'The first alternate shall replace the principal in case of his
absence or of temporal or definitive impediment, The same rule
will apply when the second alizmate representative is to replace
the first one, or when the third is to replace the first or second
alternateg in their tum, or both of them, second. In such cascs, the
principal representative, or the first or second alternates in their
tum, or both of them, shall state their intention not to act as
reprosentatives through a declaration given before a Notary
Public in Colombia, or before a Notary or another Public Official
or o Colombian Consul abroad; end in case of impediment, the
appropriate certificate shall suffice. If any of the appoiniees were
w be definitely ahsent, the following aiternate shall ke his
place. When the ahsence oy impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their tum
ceases, the representation can be tnken again in their sequence, by
the principal, the first ur second alternate depending on case, and
the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the
representation by the first, second or thind altemates in their
tum shall end at such time.
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Ademis, confiero (conferimos) poder  los sbogados
amiba nombrados, para obtener la proteccién de mi
(nuegtra) propiednd industrial y contra I competencia
desleal. a cuyo efecto autorizo {(amos) a los dichos

‘apoderados para que me (nos) representen ante

cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no
Jurisdiccion, especialmente ante las del onden
administrativo, contencioso- administrativo y judicial, asl
como los tribunales de arbitramento, en todo lo
concernients a log siguientes asuntos: 2) Obtencidn de
patentes de invencidn, modelos de utilidad y disedlos
industriales; el registro de marcas de fiihrica,
colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comercisles, ensefias, nombres
de dominio, variedodes vegetales y denominaciones de
origen: su renovacién, traspaso, cambio de nombre o
domicilio, cancelucién voluntaria; y el regisiro de
licencios de uso de esos derechos; b) Los acciones de
compezencia desleal, proteccida del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa
y judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licencias, 1a tutela, ls proteccita de secretos industriales,
y en general los juicios civiles, pennles, administrativos o
contencioso - administrativos relacionados con cstod
derechos; acciones y procesos qUE Promovamus O Se Nos
promuevan. Y para que en todos los asuntos arriba
determinados, puedan suatituir este mandato, transigic,
concilier, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de

agentes oficiosos.

In addition, we grant & Power of Attoroey in favor of
the above._named attomeys—at_law so that they may
obtain the protection of my (our) industriol propesty
and aguinst the unfair competition, for which purpose
1 (we) authgrize the said sttomeys to represent me
{us) before any authoritict or persons, with or
without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as
before Arbitration Court, in all maliers concerning
the following: a) Obtainment of patents, utility
models and industrial designs; the registeation of
trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblema,
domain names, vegetal varicties and denominations
of origin; its renewal, assignment, change of name or
domicile, voluntary cuncellation; and the regisiration
of licenses of use of the above rights; b) Actions of
unfair competition, protection to the consumer,
oppositions or observations, adminisirative or Coun
cancellstion, nullity, infringement, granting of
licenses, the action for writ mandamus, the protection
of tde secreta, and in general the civil, penal, and
administrative suits relating to those rights; actions
and suits ingtituted by me (us) or against me (us).
And that in all the obove matters they may substitute
this Power of Attorney, compromise, conciliate,
sdmit the facts of the cage, desist, cancel, receive,
resign, and muify acts done by representalives
without a power of attorney.

Dado y firmado hoy/Given und signed this 9™ Day of March, 2006

enfin Ridgefield, Conmecticut USA

porby Maria S. Persky, Secretary
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CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUQ)
Alos dfus del mes de
de 200 ___ ante ml, Notario Pdblico o Funcionario Autorizado de

Case 10052
-3.
NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)
On this day of
200 ___ before me, a Notary Public or Attesting Official of

comparecié{eron) personsimente

personally appeared

o quien(es) doy fe de conocer y me consia_que es(son) la(s)
persona(s) firmanie(s) del documento que precede, y quien(es)
tiene{n) capacidad legal para otorgario

to me known, and known to me to be the person(s) who excculed
that foregoing document, and who has(have) legal capacity to
execute it

--- NOTARIQ PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO --- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL —

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)
Alos 9 dfas del mes de  MARZO

de200 &  comparecit{cron) ante mf,
Marla S. Persky

NOTARIAL CERTIFICATION (CORPORATION)

On this 9 dayof March
2006 appeared before me
Marla S. Persky

Quien(es) conuzeo personalmente y que firma(n) este documentn en
representacidn de la Sociedad/compafia denominada

who{m) | knaw personally and who(m) signed this document as
represeniative(s) of the Corporation/Company named
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

.BOEHRIHEER INGELHEIM YETMEDICA, INC,

Certifico:

L. Que he visto los siguientes documentos:*
NOMBRAMIENTO/RESOLUCION DE LA JUNTA
DIRECTIVA EN RIDGEFRELD, CONNECTICUT

FECHADO 2 MAYO 2005
2.Que dichos documentos prueban lo siguiente:

2.1.Que MARLA S. PERSKY ES SECRETARIA

DE_BOEHRINGER INGELHEIM YETMEDICA, INC.

I certify:

1. That I have seen the following documents:*

Appoint/Resolution by the Board of Directors in Ridgefield,
Connecticut dated May, 2, 2005.

2. That the above documenis duly prove the following:
2.1.That Marla S. Persky is Secrewry to
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC,

es una Sociedad/Compalifa legalmente constitufda y existente de
acuerdo con les leyes de] Estado de Delaware

is a Corporation/Company legully constituted and in existence
in accordance with the laws The State of Delaware

2.2.Que el domicilio de dicha Sociedad/Compafifa es
2621 North Belt Highway

2.2.That the domicile of said Corporntion/Compuny is
262! North Belt Highway

. St. Joseph, Missouri 64506 EUA

St. Joseph, Missouri 54506 USA

2.3. Que ¢l objeto u objetos pam los cusles se otorga ¢l presente
poder estfin comprendidos dentro del objeto social de Ia
mencionads Sociedad/Compafifa.

2.4.Que el{los) Sr.(Sres.) Marla 5. Persky

2.3, That the purpose or purposes for which the present Power of
Allomey s gnnwdmmwmedmﬂnnmemmmon purpuuut
forth in the charter of the mentioned dAapc S

2.4, That Mr.(Messrs.) Marla :

estd(n) autorizado(s) parm otorgar el presente Poder.

Cludad Ridgefield
Estado Connecticut
Hoy 9 Marzo de 200 _5

—- NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO — NOTARY PUBLIC OR A

* Los documentos deben ideatificarse con fecha y origen

CAVELIER ABOGADOS
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Personally appeared, Marla S.

Persky,

Case 1552

-4

signer and sealer of the foregoing

instrument and acknowledged the same to be her free act and deed before me
this 9" day of March, 2006.

LXK

sanne E. ROGERS

Nétary Public

Commission Expires:

11/30/2006

d

© @ Nt

APOSTILLE
(Convention de Ls Haye du 5 octobre 1961)
160711, 11 o
This public document
has been signed by ........cccccerirniiiiirmriiriiraireicrieasnsaran
acting in the capacity of ..........c.ccccveivriirinscnnnnnens e,
bears the seal/stamp of .........cccveveiiiecirvcecccinr e cierenrnne
Certifled

B e 6.the......oovviriienimeniieene
P
U
Seal/stamp 10. Signature

CAVELIER ABOGADOS
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TRADUCCION OFICIAL No. 15/05.06 preparada por Marla Elvira Martelo, traductora
oficial aprobada por el Ministerio de Justicia mediante resolucién 2879 de 1999 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un documento de Poder en
inglés y espafiol, por el cual BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC., sociedad
domiciliada en 2621 North Belt Highway, St. Joseph, MO 6406, Estados Unidos de
América, ratifica la solicitud de patente No. 06.008.798 presentada por Emilio
Ferrero el 25 de enero de 2006 y otorga poder a EMILIO FERRERO, GONZALO
PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER.

Dado y firmado el 8 de marzo de 2008 en Ridgefield, Connecticut, E.U.A.

Por Marla S. Persky, Secretaria

Firma: (firma ilegible)

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y espafiol referente a la
existencia legal de BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC., y a la capacidad
legal de Marla S. Persky para otorgar poder.

Dado y firmado en la cludad de Ridgefield

Estado de Connecticut

El 9 de marzo de 2006

(Firma), JEANNE E. ROGERS, Notario Puablico, Mi comisi _'" y
de 2006. !
Al dorso: £
Comparecié personalmente Marla S. Persky, quien fimg , ' inento-antérior
y reconocid a éste como un acto libre ante ml hoy 9 de njahko de 2006.

(Firmado) '
JEANNE E. ROGERS

Notario Publico

Mi comision expira el 30 de noviembre de 2006



APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pals: Estados Unidos de América
ESTE DOCUMENTO PUBLICO _
2. ha sido firinadg por JEANNE E. ROGERS
3. actuando en su capacidad de NOTARIO PUBLICO

4. del estado de Connectlcut por el térmuno 26 de noviembre de 2001 a 30 de noviembre

de 2006 -

CERTIFICADO
5. en Hartfod, Connecticut _ 6. el 13 de marzo de 2008
7. por SUSAN BYSIEWICZ, Secretario de Estado de Connecticut

amerg):2006-3439 o
9. Sollo sello del Estado de Connecticut : - =
10. Flrma (f nnad{) Susan Bysiewicz, Secretario de Estado .* '

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina para su

confrontacién.
\
l}f!cnuué . .
T UGCION No: 5.6 .
COLO 15149-841-G01-9 Matioon s manen Ol 1. L
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)
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(19) World Intellectual Property Organization
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(54) Title: PORCINE REPRODUCTIVE AND RESPTRATORY SYNDROME ISOLATES AND METHODS OF USE

(57) Abstruct: A method of predicting the virlence of u new or uncharacterized PRRS virus isolute is provided wherein the iwlute
is injected into swiri€ ahd allowed to replicate for a period of from about 3-15 days. During this period, the rate of virus growth and/or
the magnitude of viremin is determined, and this data is compared with a carresponding growth rate and/or viremia magnitude of a
PRRS virus isolate of known virnlence, a3 a measure of the virulence of the new or uncharacterizod isolate. Additionally, a method
af scleeting an lsolme far inclusion in an immunogenic composition based on the predicted virulence is 4150 provided, together with
compositions incorporating attenuated forms of virnses predicied 10 be virulent.
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PORCINE REPRODUCTIVE AND RESPIRATORY SYNDROME ISOLATES AND

METHODS OF USE

RELATED APPLICATIONS
The present application is a continuation-in-part of Application Serial No. 11/022,262,
filed on December 23, 2004, which claimed the benefit of provisional application Serial No.
60/611,824, which was filed on September 21, 2004. The teachings and content of each of these '

prior applications is incorporated by reference herein.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Field of the Invention

The present invention is concerned with new isolated wild-type PRRS virus isolates and
corresponding improved attenuated PRRS viruses, the uses of such attenuated viruses in vaccines
and immunological compositions, as well as methods of measuring the magnitude of viremia,
rate of growth, antibedy response, and combinations thereof'in such isolates and viruses. More
particularly, the present invention provides methods for predicting the virulence of new or
previously uncharacterized PRRS isolates, and the attenuation and use of such isolates in

vaccines and immunojogical compositions.

Description of the Prior Art

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is an enveloped single
stranded RNA virus classified in the family Arteriviridae (Cavanaugh, 1997). It causes a
widespread disease of swine that was first described as ‘mystery swine disease’ in the USA in
1987 (Hill, 1990). The disease manifests as respiratory illness in all age groups of swine leading

1o death in some younger pigs and severe reproductive problems in breeding age females.
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The dynamic nature of PRRSV allows for constant change in the disease and provides
ample opportunity for the appearance of new isolates (Andreyev et al., 1997; Murtaugh et al.
1998; Meng, 2000). The fact that PRRSV changes so readily, coupled with its ability to cause
devastating problems for swine producers, makes it an important subject for research (Mengeling
et al., 1998; Pejsak et al., 1997) and for the development of vaccines and other methods of
reducing the effects of infection. Variation in levels of isolate virulence were demonstrated in
lung lesions, and death in swine (Halbur et al., 1996), but efforts to link biological and
immunological differences to specific genetic differences has been largely unsuccessful (Albina
et al., 1998; Key et al., 2001; Yuan et al., 2001; Murtaugh et al., 2002; Grebennikova et al.,
2004). Studies exemining the safety and efficacy of PRRS vaccines include the work of

Labarque et al., (2003), Mengeling et al., (2003a), and Nodelijik et al. (2001). These studies

‘show that under experimental conditions, modified live PRRS vaccines reduce the amount and

duration of viremia as well as fever and lung lesions after virulent challenge.
Opriessing et al. (2002) showed that isolates with high amino acid sequence homology

in open reading frame 5 (ORF5) caused significantly different levels of pneumonia in pigs.

. Variation in swine responses to PRRSV also are affected by host variation (Mengeling et al.,

2003b). Virulence has been examined in relation to replication rates and distribution of PRRSV
in pigs (Haynes et al., 1997), to macrophage copper clearing capabilities (Thanawongnuwech et
al., 1998), and the anemia levels of the host animal (Halbur et a1, 2002). However, these methods
have been deficient in providing effective methods for predicting the virulence of new or
previously uncharacterized PRRS isolates.

Accordingly, what is needed in the art is a method of predicting the virulence of PRRS
isolates. What is further needed in the art is a method of predicting the virulence of PRRS

isolates based on the rate of in vivo PRRS viral growth and/or viremia magnitude in a swine after

\'5
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administration or exposure of the isolate to a previously PRRS-free swine, -

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention overcomes the problems outlined above and provides new isolated
wild-type PRRS virus isolates, attenuated versions of such viruses, and corresponding vaccines
comprising the attenuated PRRS viruses in pharmaceutical compositions. In more detail, the
wild-type viruses of the invention are denominated SDSU 73, 17198-6 and MN 184, and
mixtures thereof. Attenuated versions of these virus isolates, and complete vaccines comprising
the attenuated isolates are capable of conferring in vivo immunity against PRRS.in swine, without
generation of significant PRRSV clinical signs.

Another feature of the attenuated PRRS isolates of the invention is that th.ey retain a
substantial proportion of the viremia found in the wild, unattenuated viruses. Thus, the
attenuated viruses exhibit at least about 50%, and more preferably at leastl about 75%, of the
viremia exhibited by the wild unattenuated viruses. In this way, the attenuated viruses are
capable of conferring a more rapid and complete PRRS immunity in swine.

The wild viruses can be attenuated by a variety of methods, such as repeated serial
passage in cell culture, gene insertion, gene switching, gene deletion, base-pain substitution, and
temperature-sensitive mutation. Such attenuated viruses may then be used in a variety of
immunological compositions including vaccines using methods that are well known in the art.
In some forms, these attenuated viruses may further be killed or inactivated using methods that
are well known in the art, prior to incorporation or inclusion in an immunogenic composition
according to the present invention. Examples of immunogenic compositions useful for
preventing PRRS infection or reducing the severity of clinical signs of PRRS infection include

vaccines made with Abst-1 or JA-142,
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It bas also been discovered that the vaccines of the invention may be stored in a frozen

condition until ready for use, without detracting from the desirable characteristics of the vaccines,
This addresses a continuing problem in the art, inasmuch as prior PRRS vaccines have not been
suitable for frozen storage.

The present invention further provides methods for predicting the degree of virulence of
a new or uncharacterized PRRS virus isolate. Such methods generally involve assessing a new
or previously uncharacterized isolate of PRRS for at least one of the following parameters: rate
of viral growth; magnitude of viremia;. antibody response; or combinations thereof. The results
of such an assessment are then used to predict the degree of virulence of the new or previously
uncharacterized isolate. The methods generally involve administering or exposing a PRRS-free

swine to a quantity of the new or uncharacterized PRRS isolate and allowing the virus to

‘replicate for a period of up to about 15 days, more preferably from about 2-12 days, still more

preferably from about 3-10 days and still more preferably from about 3-7 days. The mode of
administration can be accomplished using any conventional manner, including oral, intranasal,

intramuscular, intra-lymph node, intradermal, intraperitoneal, subcutaneous, and combinations

. thereof, but most preferably through intranasal administration. The amount of the ‘dose for

intranasal administration is preferably up to about 5 m], still more preferably between about 0.5
ml to about 4 ml, still more preferably between about 1 ml and about 3 ml, and still more
preferably about 2 ml. The concentration of virus in each dose should be up to about 5.0 Log,,
TCID,/ml, more preferably between about 1.0 to about 4.0 Log,, TCID,/ml, end still more
preferably about 2.5 to 3.5 Log,, TCID,y/ml, and most preferably about 3.0 Log,, TCID,,/ml. At
a selected time or times during this replication period, biological samples are taken from the
swine and measurements of the rate of growth of the administered virus, viremia magnitude,

antibody response, and/or combinations thereof are taken. Data gathered from these
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measurements is then compared with the rate of growth, viremia magnitude, antibody and/or
combinations thereof for a known and charaterized isolate, as a measure of predicted virulence
of the new or unknown isolate.

Using the methods of the present invention, the rate of PRRS viral growth, viremia
magnitude, antibody response, and/or combinations of these characteristics were measured in
swine which had one of eight different PRRSYV isolates administered thereto. Each of these
isolates had a known level of virulence and clinical discase manifestations. These same
characteristics were also measured in swine which had a combination of all eight isolates
administered thereto.

More specifically, one hundred (100) healthy two-three week old pigs were divided
randomly by weight into ten groups with each group having ten pigs. All pigs were tested for
PRRS infection using HerdChek ® PRRS ELISA 2XR (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook,
ME). Eight of the groups received an administration of one of the cight isolates, one group
received an administration consisting of a combination of all eight isolates, and the last group
received an administration Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) to act as a control
group, A sample of each viral inoculation was retitrated for titer confirmation. Preferably the
titer of the administored virus is designed to mimic a natural exposure level of virus. Biological
samples in the form of blood were collected at various times throughout the experiment. Each
sample was analyzed by virus isolation, quantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR), HerdChek ® PRRS ELISA 2XR, and PRRSV protein-specific ELISA.

Virus isolation was performed on CL2621 (an MA 104 cell line) cells by serially diluting
serum and combining it with EMEM, gentamicin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) and
Fungizone (Invitrogen Corp., Grand Island, NY). The dilutions were then incubated and

examined for cytopathic effect (CPE). The Reed-Muench calculation was used to determine
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titers,

RT-PCR was performed using the QlAamp Viral RNA Mini:Kit ® (Qiagen, Inc.,
Valencia, CA) and PRRSV was detected using a single-tube assay by Tetracore, Inc.
(Gaithersburg, MD). To determine virus quantitation, a standard curve was developed and
concentrations of the unknown samples were ‘determined by linear extrapolation of the cycle
threshold values plotted against the known concentration of the 3' UTR transcript product.

Antibody measurement using ELISA S/P ratios were generated using HerdChek ® PRRS
ELISA 2XR using the manufacturer's instructions. PRRSV protein-specific ELISA was
performed using recombinant isolate VR2332 nucleocapsid (N) and non-structural protein 4 (nsp
4) expressed in BL21 (DE3)-RP cells (Stratagene, La Jolla, CA),

All pigs were weighed at the beginning and at the end of the study. Additionally, on
every day of the study, each pig was evaluated and scored by a veterinarian for clinical signs of
PRRS discase. All resulting data was analyzed statistically and compared ona group-by-group
basis.

Nine of the ten groups were subsequently challenged a second time with a virus isolate
of high virulence to allow further evaluation of levels of homologous protection and vaccine
versus wild type heterologous protection (live virus exposure concept). Following this challenge,
the animals were evaluated and necropsied for analysis using virus isolation and
immunohistochemistry.

The present invention therefore also provides an immunogemic. composition comprising
an attenuated PRRS virus isolate. In preferred forms, the composition can also include a
pharmacologically compatible carrier and/or an adjuvant. One example of such a composition
would include Abst-1 and/or an attenuated form of a PRRS virus that is predicted to be virulent

by the methods described above.
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The present invention also provides an improved method of selecting 8 PRRS virus
isplate for attenuation and inclusion in an immunogenic composition. The method generally
includes the steps of a) obtaining a PRRS isolate of unknown virulence; b) administering a
quantity of said PRRS virus isolate into a PRRS-free swine; c) allowing said isolate to replicate
in the swine for a period of from about 3-15 days; d) measuring the rate of virus growth and/or
the magnitude of viremia during said period; €) comparing said rate of growth or viremia
magnitude with the rate of growth and/or viremia magnitude of a PRRS virus isolate of known
virulence; and f) selecting an isolate for attenuation and inclusion into an immunogenic
composition based on its rate of growth and/or its viremia magnitude in comparison to isolates
of known virulence. It would be preferred to select an isolate that was predicted to be highly
virulent for inclusion in an immunogenic composition although isolates predicted to be of lessor
virulence including those rpedicted to be avirulent could be used. This is because the isolates
predicted to be of higher virulence had higher growth rates and/or magnitudes of viremia, which
generally induce a more vigorous and protective immune repsonse. By using the methods of the
present invention, the selection of which isolates to use for inclusion in immunogenic
compositions will be simiplified and the likelihood of having a useful vaccine that protects
against the virulent PRRS isolates will be increased.

As used herein, “rate of growth” refers to the measurement of virus replication over time
in swine. Preferred examples of this measurement are provided in Example 1. “Viremia
magnitudes” as used herein, refers to the concentration of virus circulating in the blood of swine.

Preferred eximples of this measurement are also provided in Exampls 1.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 is a graph of mean serum virus titer versus time expressed as log,q TCIDy/ml

(3
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for the swine test of Example 1;

Fig. 2 is a graph of mean PRRSV virus concentration in serum in the swine test of
Example 1, as measured by real time RT-PCR;

Fig. 3 is a graph of mean S/P ratios versus time u-sing a commercial ELISA assay;

Fig.4isa gmﬁh illustrating repeated méasures analysis for the commercial ELISA assay -
and the 1og, TCID,,/ml data of Example 1, wherein the group average under the ELISA S/P ratio
curve was plotted against the group average area under the log,, TCID,/ml;

Fig. 5 is a graph illustrating repeated measures analysis for the commercial ELISA assay
an RT-PCR concentration data of Example 1, wherein the group averagoe arca under the ELISA
ratio curve was plotted against the group average area under the RT-PCR concentration curve;

Fig. 6a is a graph of absorbance ve.rsus u't_ne for Example 1;

Fig. 6bis a graph of absorbance vs. time, illustrating the effect of PRRSV isolate on nsp-4
[gG response, 'wher;in the data are the mean values of 10 animals, except ufhere animals died;

Fig. 7 is a graph illustrating repeated measures t-mnlylis using the nsp-4 and log,,
TCIDg/ml data of Example 1, wherein the group average area under the nap-4 curve was plotted
against the group average area under the log,, TCID/ml curve;

Fig. 8 is a graph of repeated measures analysis using the clinical scores and log,,
TCIDy/mi data of Example 1, wherein the group average under the clinical scores curve was
plotted against the group average area under the log,, TCID,y/ml curve; and

Fig. 9 is a graph of the IHC scores for each isolate in this application.

DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS
The following examples set forth preferred isolates and procedures in accordance with

the present invention. It is to be understood, however, that these examples are provided by way

(4
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_ of illustration only, and nothing therein should be deemed a limitation upon the overall scope of

the invention.

EXAMPLE 1
Materials and Methods: .

One hundred healthy 2-3 week-old pigs were obtained from a PRRS-free commercial
herd and were maintained at Veterinary Resources, Inc., Ames, Iowa, under the supervision of
a veterinarian. Animals received folod and water ad libitum. All of the animal care and
laboratory personnel involved with the study were blinded to the treatments given to the various
groups of animals. Pigs were tested by HerdChek® PRRS ELISA 2XR (IDEXX Laboratories
Inc. Westbrook, ME)} to determine if any pigs were infected with PRRSV. All of the pigs for this

‘example tested negative. The pigs were then randomly divided by weight into 10 groups with

10 pigs per group.
A total of eight PRRSV isolates were used in this example. These isolates have been

designated VR-2332, Ingelvac® PRRS MLV, JA 142, Ingelvac® PRRS ATP, SDSU 73, Abst-1,

. MN 184, and 17198-6. These eight isolates span the history of PRRS disease, exhibit 8 wide

range of virulence levels, and represent relevant clinical disease manifestations. All ef the virus
isolates grew readily on ATCC cell line CL2621 cells (CL2621 is a proprietary cell line obtained
from NVSL, Ames, 1A,) (an MA-104 monkey kidney cell line). Three of the primary field
isolates, VR-2332, JA-142, and SDSU 73, also had attenuated forms, Ingelvac® PRRS MLV
(Boehringer Ingelheim Vetmedica Inc., St. Joseph, MO), Ingelvac® PRRS ATP (Bochringer
Ingelheim Vetmedica Inc., St. Joseph, MO), and Abst-1, respectively. These attenuated forms
all exhibit low or undetectable virulence that was derived by in vitro passaging to attenuation.

The PRRSYV isolate ATCC VR-2332 was isolated in 1991 in Minnesota and was used at cell
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culture passage three. The attenuated form of this virus is commercially available under the

trade-name Ingelvacb PRRS MLV. The PRRSV isolate JA 142 (ATCC No. PTA-6504),
provided by William Mengeling, National Animal Disease Center, Ames, lowa, was isolated in

1997 in lowa from a severe “abortion-storm™ case of reproductive failure and was used at cell

culture passage five. The attenuated form of JA 142 is commercially sold under the trade-name -

Ingelvac® PRRS ATP and has been assigned ATCC No. VR-2638. PRRSV SDSU 73 (ATCC

No. PTA-6322) was recovered in lowa from a severe cese of reproductive disease in 1996 and
was used at cell culture passage one. The attenuated form of SDSU 73, designated Abst-1
(ATCCNo. PTA-6320), was obtained by 52 passages. The PRRSV isolate 17198-6 (ATCC No.
PTA-6321) was obtained from Oklahoma in 1997 from a herd experiencing severe reproductive
disease and was used at passage level four. The PRRSV MN 184 isolate (ATCC No. f’TA-63 19)
was obtained in 2001 from a swine farm experiencing severe reproductive dim.se and sow
mortalityin soilthen.: Minnesota and was provided by Kurt Rossow, Univmify of Minnesota, St.
Paul. This isolate was used at a cell culture passage of one. Additionally, a pool consisting of
a combination of all isolates was produced.

On day 0, each of the eight PRRSV isolates and the PRRSV pool were diluted to
approximately 3.0 Log,, TCID,y/ml in Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) (JRH
Bioscience, Lenexa, KS) containing 4% FBS (JRH Bioscience, Lenexa, KS) and administered
intranasally to pigs at a dose of 2 mi (1 ml per nostril). The untreated control group received 2
ml of media. The inocula were titrated on 96-well plates containing three-day-old CL2621 cells
for titer confirmation using the Reed-Muench method (Reed et al., 1938). The observed titers
administered to pigs, together with a description of the virulence level and isolation information,

are shown in Table 1.,

24




Table 1 Virulence and Inoculation Titer of Isolates.

6I£PE0/900T OM

Group Isolate Year Isolated Virulence*** Thter log, TCIDg/ml

1 VR 2332 1991 Moderate 343
2 Ingelvec® PRRS MLV* USDA license 1996 Attenuated VR2332 302
3 JA 142 1997 High j3
4 Ingelvac® PRRS ATP* USDA licenso 1999 Attenuated JA 142 414
5 SDSU 73 1996 High 275
6 Abst-1* Attenuated 1999 Attenuated SDSU 73 418
7 MN 184 2001 High 410
8 17198-6 1997 High 281
9 Pool** N/A High an
10 Control N/A _N/A N/A

* attenuated PRRSV isolates.

** Mixture contaming all of the eight isolates

**+* Summary of lung lesions reported m Symp on Emerging Diseases, Rome 2003

09LEEO/S00ZSN/ LD
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The isolates were then compared to determine their genetic similarity through kn analysis
of their percent sequence identity. Sequence identity was determined by submitting virus
samples to the University of Minnesota Diagnostic Laboratory for sequence analysis. Theresults
of ORF 5-6 were provided and then compared to & PRRS virus consensus sequence. Individual
base pair differences were noted and then the % sequence identity was compared between
jsolates. As those of skill in the art are aware, blast searching can also be done at various
websites. For example, the Uni;versity of Minnesota provides a PRRSV database
(ccgb.umn.edu/cgi-bin/common/web_blast.cgi) that lists sequences from isolates from 1989-
2003. Another frequently used site is the NCBI BLAST link found at ncbi.nim.nih.gov/BLAST.

As shown by the percent sequence identity and the dendogram in Table 2, the virulent

field isolates are quite genetically distinct and represented a diverse group of PRRSYV isolates.

In contrast, the parental and vaccine PRRSV pairs were nearly genetically identical. The
pairwise comparison and dendrogram of Table 2 were generated using the Lasergene software
suite of sequence analysis tools (DNASTAR, Inc, (Madison, WI)).

Table 2. Pairwise comparisons of ORF5 nucleotide sequence of virulent and
attenuated PRRSV isolates used in the study. Percent similarity is shown in the
upper right and percent divergence is shown in the lower left of the table. The
dendrogram shows the genetic relatedness of the isolates, The bar indicates 1
nucleotide change per 100 residues. VR2332 is the parent isolate of Ingelvac
PRRS MLV, JA 142 is the parent isolate of Ingelvac PRRS ATP and SDSU 73
is the parent isolate of Abst-1.

Percent ldentity
Ingelvac Ingelvac
VR 2332 PRRS JA-142 PRRS SDSU71  Abst-1 MNIB4 171986
MLV ATP
VR 2332 9.7 91.0 90.3 90.0 89.6 864 904
Ingelvac
PRRS MLV 0.3 90.7 50.2 897 88.2 86.4 90.0
JA-142 9.7 0.1 99.2 92.7 922 87.2 922

ingelvac 10.3 10.7 08 919 914 864 914
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PRRS ATP .
SDSU 73 109 13 13 88 _ 99,5 g2 917
Abst.] 1.5 119 84 9.4 0.5 "ose1 912
MNIss | 185 15.5 144 15.5 e 151 86.1
17198-6 10.5 109 s 27 90 9.6 159

Percent Divergence

At day 49, 2mli of virulent isolate of PRRS MN 184 was administered intranasally to
groups 1-9. The MN 184 isolate was diluted in MEM + 4% FCS, such that the concentration
was equal to log 3.0 +/- 0.5 per ml. The diluted challenge virus was titrtaed on 96-well plates
containing three day old CL2621 cells for testing. The: animals were evaluated for 14 days

and then necropsied.

Evaluation of .Vl'remia

Blood samples were collected from each pig in each group by vacutainer on days 0, 1, 3,
7,15, 21, 28, 35, 42, and 49. Serum was separated from clotted whole blood by centrifugation
at 6000 RPM for 20 minutes. Serum samples were then divided for analysis by virus isolation,
TCID,, Assay, quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR),
HerdChek® PRRS ELISA 2XR, and PRRSYV protein-specific ELISA. The serum samples in this
study were processed immediately after collection and were chilled on ice within 3 hours of being
obtained. The samples were stored for a maximum of 24 hr at 4°C and at -70°C thereafter. Serum
tested by RT-PCR was frozen at -70°C the day of collection and stored unti! the testing could be
performed at which time only the number of samples that could be tested within 24 hours were

thawed, extracted, and tested.
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For the TCID,, assay, 100 p! of serum from each pig was added to a dilution tube

containing 900 ul of EMEMm + 2% FBS + 50 jig/ml gentamicin (Sigma Chemical Co. Sft. Louis,

MO) + 2.5 pg/m! Fungizone (Invitrogen Corporation, Grand Island NY). This tube was

vortexed and 100 pl was transferred to another dilution tube containing 900 pl of EMEMm +

2% FBS + 50 pg/ml gentamicin +2.5 pg/ml Fungizone. This process was repeated until a final

dilution of 10 was reached. Four replicates for each dilution were plated on 96-well plates,
containing the CL2621 (MA 104 cells), 100 p! per well, at 37°C and 4% CO, for eight days.
Each well then was examined for cytolpaﬂlic effect (CPE) and the titers were determined using
the Reed-Muench calculation. For virus isolations, 100 pl of serum was added to each of the
duplicate test wells containing MA 104 cells. The plates were then incubated for one hour at

37°C and 4% CO,. Next, 500 pl of EMEM + 2% FBS + 50 pg/ml gentamycin + 2.5 pg/ml

'Fungizone was added to each well. The plates were allowed to incubate at 37°C with 4% CO,

for eight days and then each well was examined for CPE.
To extract viral RNA from the serum for quantitative RT-PCR, the QlAamp Viral RNA

Mini-Kit®(Qiagen Inc. Valencia, CA) was used as described in the kit instructions. For real-time

. PCR, a commercially available real-time, single-tube, RT-PCR assay for the detection of U.S.

PRRSV was provided by Tetracore Inc. (Gaithersburg, MD) and used to detect PRRSV RNA.
A minor groove binding (MGB) 5' nuclease probe and primers were designed from the 3’
untranslated region (UTR) PRRSV genomic region by alignment of GenBank isolates and based
on conserved areas of the 3"UTR primer and probe region. The PRRSV RNA was transcribed
in a single tube using a 25 pl reaction volume consisting of Tetracore U.S. PRRSV Master Mix
(18.9 pl Master mix, 2 pul Enzyme mix 1, 0.1 il Enzyme mix 2) and 4 pl of extracted RNA. The
reaction tubes were loaded into the Smart Cycler II® block (Cepheid, Sunnyvale, CA) and

software settings of fluorescent detection were set for automatic calculation of the baseline with

LS
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the background subtraction on. The thermal cycler program consisted of $2°C for 1800 seconds, "

95°C for 900 second;, and 45 c:ycles at 94°C for 30 seconds, 61°C for 60 seconds and 72°C for
60 seconds. A PCR reaction was considered positive if the cycle threghold (Ct) level was
obtained at < 45 cycles. For quantitation, known amoun;s of serially diluted in vitro transcript
RNA product (1 x 10 ° through 1 x 10° copies/ul) were used to generate a standard curve. |
Copy/ml concentrations of the unknown samples were determined by linear extrapolation of the '
Ct values plotted against the known concentration of the 3'UTR transcript produc;.
Antibody Measurement

ELISA S/P ratios were generated by performing the HerdChek® PRRS ELISA 2XR
(INDEXX Laboratories, Westbrook, MA) according to the manufacturer’s instructions. PRRSV
protein-specific ELISA for The HerdChek® was performed with recombinant isoln'te VR2332
nucleocapsid (N) m?d nonstructural protein 4 (nsp 4) which w;ﬂ'e expressed in BL21 (DE3)-RP
cells (Stratagehe) from the plasmid pET 24b as fusion proteins containing an amino terminal
myc-tag and a carboxyl terminal 6x histidine tag. Denatured proteins were dialyzedin 0.1 M Tris
HCI, pH 8.0, 6 M guanidine-HCI, 2 mM EDTA and adjusted to a concentration of 3 mg/ml.
DTT was added to 300 mM and the solution was filtered through a 0.45 Lm membrane. Reduced
protein was added into refolding buffer (100 mM Tris HCI, pH 8.0, 0.5 M L-arginine, 8 mM
oxidized glutathione, 2 mM EDTA, 10 UM pepstatin A, 10 uM leupeptin, and 1 mM PMSF),
filtered (0.22 um) and stirred overnight. The purified protein was concentrated by tangential
flow filtration (Pellicon XL Ultracel PLC 5 kd, Millipore) and dialyzed against 20 mM Tris HCI,
pH 8.0. Pioteins were analyzed on an Agilent 2100 Bioanalyzer with the Protein LabChip.
Purified protein solutions were stored at —30 °C.

Protein-specific ELISAs were performed by coating microtiter plates with 100 ng

recombinant protein in carbonate buffer, pH 9.6, or with buffer alone. Plates were blocked with
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_.2.5% nonfat dry milk in phosphate-buffered saline containing 0.1% Tween 20 (PBST). One

hundred pl of a 1:2000 dilution of serum was applied to duplicate wells for 2 hours, after which
pla'tes were washed with PBST and antibody binding was detected by incubation with horseradish
peroxidase-conjugated goat-anti swine IgG (heavy + light chains (KPL, Gaithersburg MD)
diluted 1:5000 for 1 hour, followed by \;rashing and color development with 100 pl of TMB
substrate (KPL). Reactions were stopped with 1 M phosphoric acid and plates were read at 450
nm.
Body Weights

All pigs were weighed on day 0 (first day of study) and day 49 (end of study). Pigs were
weighed on a portable electronic weigh-bar scale system Weigh-Tronix™ model 615XL,

(Weigh-Tronix Inc,, Fairmont, MN). The scale was calibrated using certified test weights prior

‘to and after each use.

Clinical Scores
On every day of the study each pig was scored by a veterinarian for respiratory signs,

behavior, and coughing on a scale of one to four for each clinical sign. A normal animal was

. given a score of three, maximum clinical illness was a score nine and a dead animal received a

score of 12. Samples from all animals that died in the study were submitted to the Iowa State
University Veterinary Diagnostic Laboratory for pathologicél examination.
[mmunohistological evalugtion of ungs

A sample fo lung from each pig was fixed with formalin on the day of necropsy for
testing by immunohistochemistry and microscopic examination for lesions compatible with

PRRSYV. This testing was performed by the lowa State University Veterinary Diagnostic Lab.

Statistical Analysis




350

395

400

405

410

WO 2006/034319 PCTNUS2005/033760

17
All data were imported into SAS version 8.02 for data management and analysis.
Summary statistics including mean, standard deviation standard error, median and' frequency
distributions were generated for-all out come-variables as appropriate. Weight, RT-PCR, and

Log,, TCID,,/ml data were analyzed by one way ANOVA for overall differences among the

treatment groups with pairwise testing for differences between treatment groups by Least

Significant Difference t test. All tests for differences between groups were designed as two-sided
tests. Differences were considered statistically significant at p < 0.05.

Some changes were made to 'the data to facilitate correlation analyses. The Log,
TCIDyy/ml values listed as <2.00 were set to 1.0. Negative RT-PCR values were set to 1.0 and

all RT-PCR values were normalized by transformation to log base 10 before analysis. Control

group results were not included in the correlation analyses. Results for each pig were converted

'to an approximate area under the curve using trapezoidal rule. Arca under the curve was

computed for the entire study period, from the first observation to day 15, and from day 15 to the

last observation, although only the entire study period is shown in the figures.

, Results

Virus isolation and Log,, TCID o/ml quantification

Before exposure on the day of infection no animals tested positive for PRRSV, At 1 day
after intranasal infection, only 13 animals in 5 groups tested positive for virus. However, at 3
days after infection all animals that were infected with field isolates, except for isolate 171 08-6,
were virus positive with mean log,, TCID,y/m] values ranging from 2.1 (SDSU-73) to 3.9 (MN
184). By contrast, animals inoculated with attenuated isolates were uniformly negative by cell
culture. These results are provided in Fig. 1. Peak levels of viremia, from 3.6 to 4.6 log,,

TCIDsy/ml were attained on day 7 for four of the five virulent isolates. Isolate 17198-6 peaked




415

420

425

430

24

WO 2006/034319 PCT/US2003/033760

18
on day 15. Titers remained near or above 2 log,, TCID,,/ml in all virulent virus groups for 21
days except for JA 142-infected pigs which had titers below that level, -

The levels of viremia in the pigs inoculated with attenuated PRRSV isolates were lower
than in pigs inoculated with virulent field isolates. The group means of the attenuated isolates
peaked at titers over a log lower than the peak of the lowest virulent group titer. The Abst-1
isolate, with the exception of day 3 post inoculation, was never re-isolated. Ingelvac® PRRS
MLV viremia fluctuated between 0.5 and 1.0 log,, TCIDyy/m] from days 7 to 28, and Ingelvac®
PRRS ATP varied between 0.4 and 1.2 log,, TCID/ml from days 7 to 28, Attenuated isolate
viruses were not recovered from serum after day 28, and virus was recovered from only two of
the virulent ficld isolate groups, the pool-infected and MN 184-infected pigs throughday 35 (also
shown in Fig. 1). Nearly all pigs were nonviremic by virus isolation at days 42 and. 49,

Ovenall, the more virulent isolates were observed to replicate faster and to higher titers
in pigs than were the attenuated isolates. Pigs infected with the MN 184 isPInte, in particular,
showed a very rapid increase in virus replication beginning before day 3 and reaching a peak of
over 4.5 log), TCIDg/ml on day 7. After peaking, the MN 184 viremia steadily decreased but
still maintained a significantly higher titer (1-test, p<0.05) than all other isolates on days 28 and
35. A similar trend was observed in all of the remaining virulent groups, namely VR2332, JA
142, SDSU 73, and the pool (see, Fig. 1). Pigs infected with 17198-6 followed the same general
trend described for the MN 184 infected group but not as closely.

Groups of pigs administered the attenuated isolates (Ingelvac® PRRS MLV, Ingelvac®
PRRS ATP, and Abst-1) followed a different trend. They showed a moderate increase in viral

titer beginning after day 3 that reached a peak between days 7 and 15 at a viral titer more than

& log less than any of the virulent exposure groups and several orders of magnitude less than the
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_.MN 184-infected group. The titers observed in these attenuated exposure groups then declined

to zero on or before day 35 (See Fig. 1).
‘When comparing the group means after the second exposure, there is a very steep increase

in the viral titers of the attenuated groups, whereas the virulent groups show a smaller increase

or no increase at all. For example, Abst-1 had a titer of 3.76 logs seven days after the sccond

" exposure, whereas MN 184 had a titer of zero. The other attenuated groups peaked three days

after the second exposure. The highest titer observed in any virulent group after the second
exposure was 1.32 logs secn three dng;s after exposure in JA 142,
Virus quantification by Real Time RT-PCR

Levels of viremia were also determined by real time RT-PCR since it was possible that

growth on CL2621 cells was not the same for all isolates and because RT-PCR might be a more

"sensitive measure than growth on cells for viremia. As shown in Fig, 2, virulent exposure groups

showed a dramatic increase in average concentration on day 1 and all groups peaked above 8
Jogs/m] between days 7 and 15. The virulent exposure group concentrations then gradually
tapered off through the next several weeks, reaching concentrations below 4 logs/ml by day 49.

The attenuated isolate exposure groups showed a much less dramatic increase in
concentration that also began around day I and the average group titer never reached or exceeded
7 logs/ml (Fig. 2). The concentrations observed for the httenuated exposure groups were
maintained at fluctuating levels showing a wide range in values in the weeks following the
exposure. The fluctuations were primarily due to sporadically high values in a single pig. The
three attenuated isolate exposure groups all peaked on different days of the study, The Ingelvac®
PRRS MLYV group peaked at a concentration of 4.31 logs/ml on day 28, the Ingelvac® PRRS
ATP group peaked at 6.58 logs/ml on day 3, and the Abst-1 group peaked at 6.85 logs/mi on day

35, which was the highest titer achieved by an attenuated isolate (Fig. 2). Additionally, the

20
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average concentration of the virulent isolate groups were observed to be significantly higher -

(P<0.05) than the avérnge concentration of the attenuated isolate Broups-on days 3 and 15, but
on day 49 the average concentration of the virulent isolate groups was significantly lower
(P<0.05) than that of the attenuated isolate groups.

HerdChek® PRRS ELISA 2XR

As shown by Fig. 3, the humoral immune response to PRRSV, as measured by

HerdChek® PRRS ELISA 2XR S/P ratios, showed that the virulent isolate exposure group
averages rose above the 0.4 cutoff for a positive result on day 15. By contrast, the attenuated
isolate exposure group averages were negative and all three groups remained below 0.4 until after
day 21. The Ingelvac® PRRS MLV and Ingelvac® PRRS ATP groups showed positive results
on day 28, but the Abst-1 group did not show an average S/P ratio over 0.4 until da;f 42,

In comparing the humoral response of groups infected with virulent isolates or the pool
to groups inoculated with attenuated isolates, it was clear that the kinetics an'd magnitude of the
antibody response was associated with the level of viremia, particularly between 14 and 35 days
after infection. This observation is further supported by the correlation between viremie levels
and humoral antibody responses determined by paired comparisons of HerdChek® PRRS ELISA
2XR S/P ratios to either virus titration or RT-PCR. Figs. 4 and 5 show that the humoral antibody
response is closely associated with viral load over the entire study period with a correlation
coefficient »=0.858 for virus titn_tion and r~0.794 for RT-PCR. These associations were highly
significant (p<0.0001 in each case). Moreover, attenuated isolates show low antibody responses
and viral loads, whereas virulent isolates show high responses.

PRRSYV Protein-Specific ELISA
- To gain additional insight into the relationship between differences in PRRSV inocula

and humoral immune responses, the antibody titers against N, the major structural protein, and
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_.nsp 4, an essential but minor nonstructural protease, were determined. Fig. 6a illustrates that the

kinetics of the nucleocapsid anti-N IgG response were nearly identical in all groups of pigs, with
a peak titer on day 28 followed by a sharp decline in the next 7-14 days, after which the levels

were maintained or rose slightly between days 42 and 49.

The magnitude of the response for each isolate was similar to that ft_:und in the

HerdChek® PRRS ELISA 2XR results, and consistent with the levels of viremia. The lowest
peak titers at day 28 were observed in the groups inoculated with attenuated isolates, and.the
highest titer was attained in pigs infect;d with the highly virulent MN 184 isolate. By day 49 the
anti-N titer was equivalent in all groups except for MN 184 and the pool, suggesting that the
humoral response to MN 184 may be qualitatively different. Additionally, only 5 pigs survived

to day 49 in each of these two groups, which is reflected in the increased standard error at day

'49 in the MN 184 group.

As shown by Fig. 6b, the IgG response to nsp 4 was substantially different than to N. No
anti-nsp 4 antibody was detected before day 21, the overall response was much wesaker, and no

significant response was detected in the groups receiving Ingelvac® PRRS MLV and Abst-1.

. Moreover, the magnitude of the anti-nsp 4 response was not associated with level of viremia.

The responses to VR 2332, JA 142, MN 184, and the pool were all equivalent, with a peak at day
28, followed by a decline at day 35, then rising again at day 42, whereas the magnitude, time
course and duration of viremia varied among these four groups. Fig. 7 illustrates that when
examining the repeated measures analysis, data for the nsp 4 ELISA compared to the Log,,
TCIDy,/ml data, it can be seen that there is no correlation between level of viremia and nsp 4

humoral antibody response. There was also very little secondary response following the second
exposure on day 49 to isolate MN 184,

Body weight
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There was no significant difference in the mean weight of any of the groups on day 0 of
the experiment (P = 0.099). On day 49 pigs inoculated with the attenuated isolate Abst-1 had the
highest mean weight, which was significantly higher then all other groups except for the control

group (Table 3). Also, on day 49, the mean weights of all the virulent isolate exposure groups

except for the '17198-6 group were significantly lower than the control group (Table 3). The -

mean weights of the attenuated isolate exposure groups Ingelvac® PRRS MLV and Ingelvac®

PRRS ATP and the control group were statistically equivalent (Table 3).

Table 3. Average Body Weights.

Isolate Day0 Day49
VR 2332 6.38' 33.5°
Ingelvac® PRRS MLV 656  346*
IA 162 6.42 2
Ingelvac® PRRS ATP 624 35.0%
SDSU-73 , 6.59 29
Abgt-] 6.69 W94
MN 184 6.73 nr
171986 6.36 34.5%
Pools+ 651 23.0°
Control £48 38.4*

} Weights are in kg. There were no significant differences in mean wt at day 0. .
* Indicates statistically equivalent weights among these groups on day 49.

** Pool was a mixture containing all eight isolates,

* Significantly greater than all groups except the Control group (p<0.05).

¥ Significantly less than the Contro] group.

* Significantly less than all other groups.

Clinical Scores
Increases in average clinical scores were observed in only four of the virulent exposure

groups: JA 142, SDSU 73, MN 184, and the Pool. These higher scores were maintained

1>
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throughout the study while the remaining groups, both virulent and attenuated exposures, had °

essentially normal clinical scores for the duration of the study. The only major cause of changes
in the average clinical scores observed in this study occurred Wl_’len one or more animals died in

the associated treatment group (Table 4).

‘Table 4. Mortality of Pigs after Exposure

Croup Isolate Montality Day(x) of Dembis)
] VR 2332 0/10 N/A
2 Ingelvac® PRRS MLV 010 N/A
3 JA 142 1710 = 10% 17
4 Ingelvac® PRRS ATP /10 N/A
5 SDSU 73 2/10 = 20% 9,23
6 Abst-1 . 010 N/A
7 MN 184 5/10=50% 14,14,17,23,41
8 17198-6 0/10 N/A
) Pool** 5/10 = 50% 12,16,17,21,21
10 Conirgls af10* 4L48
Atenuated PRRSV 0/30 = 0%
Virulent PRRSV 13/60 = 22%

Al] deaths in treatment groups were attributed to moderate or severe non-suppurative interstitial pneumonia due
to PRRSYV with secondary bacterial infection.
* Deaths attributed to becterial pneumonia with no PRRS involvement.

*+ Pool was 8 mixture containing all eight isolates.

The severity of 'clinical disease was highly associated with viral load (p<0.001
for virus titration). As shown in Fig. 8, the clinical scores were highest for the groups infected
with MN 184 and the Pool. Fifty percent of the pigs in each group died, and virus titration
indicated that the level of infection was substantially higher than for all other groups. The

differences in viral load as determined by RT-PCR were less marked (data not shown) and the
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correlation of clinical signs with viral load by RT-PCR was less than with virus titration (7=0.556
versus r=0.803, respectively). The clinical scores in group 10 (Control) increased aftér the death
of two pigs from bacterial pneumonia. Both pigs were shown to be PRRSV negative by
immunohistochemical staining of lung tissue, negative virus isolation and real-time PCR
analyses, and the complete lack of seroconversion by HerdChek® PRRS ELISA 2XR or protein-
specific ELISA. Later findings indicated that various bacterial pathogens were present in animals
that died unexpectedly during the study these deaths were likely attributed to secondary bacterial

infection (Table 5).

Table 5. Cause of Mortality after Exposure

Pis#  Grow Cause of Death Deyof Death
993 JA 142 PRRS & Swreprococcus suis 17
948 Neg Control Arcanobacterium pyogenes & Pasteurelle multocida 41
983 Neg Control A. praogenes & P. multocida 48
922 SDSU 73 PRRS and bacterial pneumonia® 9
218 SDSU 73 PRRS and Escherichia coli 23
) MN 184 PRRS and Actinobacillus siis 14
992 MN 184 PRRS and A. suis 14
980 MN 184 PRRS and E.coli 17
M MN 184 PRRS and E.coll 23
958 MN 184 PRRS and E.coli 4]
976 Pool PRRS and A. suis 12
970 Pool PRRS and V §. suis 16
o2 Pool PRRS and S. suis 17
995 Pool PRRS and §. suiy 2]
969 Pool PRRS and A. pyogenes 21

* The diagnostic report indicated “bacterial pneumonia” with no specific agent listed.

A
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Immunohistological evaluation of lungs
Although the mean IHC scores and PRRSV lesions observed for mdividual groups were
not significantly different, a significant difference was seen when comparing IHC scores

according to virulence. For mean IHC scores and PRRSC lesions see Fig. 9 and Table 6.

Table 6: Mean IHC Scores Based on Vlrulence:

arfable RVIRMean VIR Mean JANOVA p Value
c _B36_ b4 _k0.0001*

* = Significant at p < 0.0_5

Discussion

One objective of this example was to examine various PRRSV isolates with known levels
of virulence to determine if there was a relationship with in vivo replication that could be used
to predict the.vimlence of PRRSYV isolates without the necessity of performing controlled
challenge experiments. Additionally, it was of interest to determine the relationship between
isolate virulence, levels of viremia, and the humoral antibody response. Finally, it may be of
interest to develop vaccines against the PRRSYV isolates that are found to be -virulent using the
methods of the present invention. It would be a goal to have such vaccines provide some degree
of protection against other virulent isolates; however, such cross-effectiveness may not be
universal for all PRRSV isolates and further testing would be required. However, it is clear that
the present invention provides an effective tool for identifying prime candidates for vaccine
developmeht.

In order to test PRRSV isolates under the same conditions it was necessary to use dosages

of licensed vaccines that were below the minimum immunizing dose established with the USDA

and that were not representative of a commercial dose. Also, the intranasal route of

<6
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‘administration of the MLV vaccines used in the study was not in accordance with the USDA

Jabel and was only used to mimic a more natural exposure. The typical commercial dose of the
modified live PRRS vaccines (Ingelvac PRRS and Ingelvac PRRS ATP) is much higher than
what was used in this experimental trial. These experimentally low doses of modified live PRRS
vaccine do not represent the actual product dosage and form used in the field and readily explains
the reported. serological response. Using a commercial dose of vaccine, serological titers as‘
measured via the IDEXX assay would be detectable by day 14. In this trial using titers of
approximately 3 logs, this serological rleaponse was delayed and lower, This was to be expected,
but was done to insure consistency of titer administration between groups and to facilitate the
analysis and comparison between virulent and attenuated isolates. Although not specifically

addressed in this Example, the effect of dose is likely much more significant for an attenuated

"or less virulent virus than it is for a virulent field virus that can quickly grow in and be recovered

at over 4 logs/ml in pig serum within 3-7 days of exposure. The higher recommended
intramuscular commercial dose gives HerdChek® PRRS ELISA 2XR S/P ratios sbove the 0.4

cutoff by 14 days post vaccination which is one-half the amount of time observed for the doses

. used in this study (Roof et al., 2003). The nominal dose used in this study, 2 x 10° TCID,, per

animal, caused 50% mortality in groups that received isolate MN 184, and anti-nucleocapsid
responses in all groups. Higher doses were not tested sinice excessive mortality in groups
challenged with highly virulent isolates would have compromised the study objectives. In
addition, previous studies had shown no difference in clinical signs and viremia in young pigs
inoculated with PRRSYV isolate VR2332 at doges of 10%%, 10*2 and 10*? TCID,, per animal.
Both the Log,, TCID,,/m] and real time RT-PCR results showed that the viremia levels
vary significantly among groups following PRRSV exposure. This indicates that the growth rate

of PRRSYV in pigé is a phenotypic characteristic of the virus independent of possible variation

27
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in pig susceptibility to infection. In addition, attenuation of PRRSV by adaptation to growth on
CL2621 cells reduced not only its ability to grow in pigs, but altered the kinetics of viral
replication so that peak viremia occurred at later times. A similar observation was aiso made by
Chang et al. (2002), who showed that even a limited period of cell culture passage of the
moderately virulent PRRSV isolate VR 2332 reduced viral growth in pigs and delayed
significantly the time to peak viremia. However, a delayed time to peak viremia is not diagnostic
for in vitro cell culture passage or for attenuation, since the highly virulent isolate 17198-6 also
showed a delayed time to peak viremia,

Overall, virulent isolates showed substantially higher viremia levels in serum than did
attenuated isolates at equivalent doses of inoculation. For example, the highest observed virus
titer in any of the attenuated isolate exposure groups was 1.22 logs on day 15 in pigs given
Ingelvac® PRRS ATP, whereas the lowest titer of any virulent group on day 15 was 2.40 logs
in the SDSU 73 group. The peak of viremia at days 3-7 and the levels of virus detected (alt >3.5
logs/ml) was highly consistent among virulent PRRSV isolates, though MN 184 was significantly
greater in its magnitude and duration, with virus titers still present on days 28 and 35. This
supports the concept that highly virulent PRRSYV isolates replicate to a substantially higher titer
in vivo than do attenuated or lowly virulent isolates, but they do not establish a direct quantitative
relationship between level of virulence and level or rate of in vivo growth among wild-type
PRRSV (Haynes et al. 1997). The groups showed a wide varicty of protection from the second
exposure with the MN 184 igolate. For exaniple, there was no virus detected in the MN 184 or
pool group, both of which received the MN 184 isolate initially. It can be seen that Abst-]
confers very little protection following exposure to MN 184. These observations further solidify

the concept that homologous exposure confers more protection than does heterologous exposure.

=2
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_The homologous virulent exposure was more protective and the heterologous virulent exposure

was less protective, but still more pmfective than the heterologous attenuated exposure.

The real time RT-PCR results were statistically very similar to the Log,, TCID,¢/ml
results, indicating that both methods measure relative levels of infectious virus among groups.
The Pearson correlation coefficient betw.een the RT-PCR and Log,, TCID,y/ml day 7 data was
0.89 and for the average real time RT-PCR and Log,, TCID,;/ml results was 0.88. The
concentration values determined by real time RT-PCR may have been several orders of
magnitude higher than log,, TCID,JmI. values for several reasons, including differences between
the frequency of viral particles containing the target amplicon and particles that are fully

infectious on CL2621 cells, and the presence of neutralizing antibodies that could lower

infectivity (Dianzani et al., 2002). However, neutralizing antibody is unlikely to account for the

"difference, because it was observed at all time points, including times before which an.anti-

PRRSV antibody response had been produced.
The copies/ml values determined by real-time PCR were higher than the infectious titer

values measured in cell culture by TCID,/ml. This is because a standard curve based on the

. copies of genome of the virus is routinely used for quantitative PCR which directly amplifies a

genomic sequence of the virus rather than known infectious virions. Biologic assays such as cell
culture do measure the presence of infectivity, however, they may not count all of the infectious
particles present in a preparation. Factors that could affect the infectious titer such as cell culture
conditions and in vivo antibodies, which may neutralize virus, have been observed in other
studies, underestimating the amount of infectious virus measured in TCIDg/ml in sera,
Alternatively, some non-infectious or replication-defective virus may be present which would

be reflected by higher copy numbers.
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In general, the ELISA observations support the concept that the magnitude of the humoral
immune response is related to the level of viral replication during acute infection.' The trend
indicated in Figs. 4 and 5 illustrates this relationship. A slower and less intense humoral immune
response was triggered by the cell-culture attenuated virus isolates, whereas a faster and more
intense humoral immune response was -triggered by the virulent isolates. In adc:iition these
observations also demonstrate that at least two factors, isolate type and infectious dose, impact
relative S/P ratio values in the HerdChek® PRRS ELISA 2XR. Although the ELISA results
shown in Fig. 3 indicate a clear positi\.re or negative average group response, it is important to
note the variability among individual animals. Some pigs within attenuated virus groups were
positive before day 21, and some pigs in the virulent groups remained negative up to day 21.

Analysis of specific antibody responses to N and nsp 4 show that immune responses to

'PRRSYV vary in intensity independently of the inoculating isolate. Antibody responses to the N

protein in animals that were inoculated with the highly virulent isolates MN 184 and JA 142
showed a trend similar to that of all the isolates but to a higher magnitude. Pigs inoculated with

MN 184 and JA142 also had the highest vira) titers, as shown in Figs. 1 and 2. This indicates

. that the level of humoral immune response may be related to the viral load in acute infection as

measured by viral titer. Interestingly, the time course of response was the same in all groups,
even though the time to peak titer was delayed for highly virulent isolate 17198-6 and the
attenuated isolates. The nsp 4 antibody response, by contrast, was low at all of the time points
and for all of the isolates, both attenuated and virulent. The time course of anti-nsp 4 response
was equivalent in all of the groups despite differences in the time to peak viral load among
groups, as observed for the anti-N antibody response. All pigs had low anti-nsp 4 responses as

shown in Fig. 7.




715

720

725

730

735

WO 2006/034319 PCT/USI005/033760

30

These observations indicate that some of the PRRSV proteins elicit 8 more robust

response from the host immune systém regardless of exposure isolate virulence. However, the
observations also indicate that the magnitude of the immune response to the more immunogenic
proteins is likely related to the virulence of the exposure isolate, or the ability of the isolate to

replicate in vivo. It also is possible that differerices in antibody response might be due simply to

genetic differences among isolates that result in differences in antigenic reactivity such that

antibodies directed against N and nsp 4 of other isclates do not react or react poorly to the
recombinant proteins expressed from isolate VR2332 that were used to coat the ELISA plates.
However, several lines of evidence suggest that the observed differences in antibody levels reflect
immunologically relevant responses. Isolate MN 184 shows the greatest genetic difference from
VR2332, as &etermimd by ORF 5 comparisons, yet has the highest anti-N nntibody.r response.
Kapur et al. (1996) showed previously that relative differences:among PRRSYV isolates in one
open reading frame are also present in other open readiné frames, Additjomlly, individual
proteins contain conserved and nonconserved regions (e.g. Kapur et al., 1996) and extensive
immunogenic reactivity may be directed toward the conserved epitopes (Ostrowski et al., 2002).
Nevertheless, ELISA results based on antibody reactions with purified PRRSV proteins may be
affected by genetic and antigenic variation, anci these effects must be considered. Refolding of
recombinant proteins was performed, but no differences were observed between ELISA plates
coated with nonrefolded or refolded proteins.

It was noted that at approximately 4 to 5 weeks after inoculation, a relatively large
decrease in the antibody response to both the N and nsp 4 proteins occurred. A similar peak of
1 1o 2 weeks followed by a decline of antibody reactivity was previously noted by Foss et al.
(2002) for GPS5, the major envelope glycoprotein. Taken together, these observations suggest

that the response to individual viral proteins likely does not represent the full picture of the pig’s

9\
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_ immune response to PRRSV since the humoral immune response as measured bythe HerdChek® _

PRRS ELISA 2XR does not show a similar transient peak of antibody reactivity.
Reduced growth and mortality were the key correlates of virulence and viral in vivo

growth rate. The lower mean weight observed in the virulent isolate exposure groups most likely

reflected a difference in the ability of a P'RRSV isolate to replicate in vivo and induce a more

severe illness in the pig. These observations are consistent with previously reported data that
PRRSYV infection may cause anorexia with a 25 to 40 percent reduction in daily weight gain
(Thacker, 2003). The clinical scores (;f animals exposed to the virulent isolates showed rapid
increases shortly after the inoculation, whereas there was virtually no change in the scores of the
attenuated virus exposure animals. This increase in clinical signs was reflected in the observed

death rates of 50%, 20%, and 10% in the virulent exposure groups receiving PRRS isolates MN

"184, SDSU 73, and JA 142, respectively. In contrast, the attenuated exposure groups incurred

no deaths. The relationship between rapid viral growth and viral pathogenesis under the same
conditions of viral exposure were most evident in comparing the groups exposed to MN 184 and

Abst-1. The inoculation titers were virtually the same, 4.10 logs/ml and 4.18 logs/ml,

. respectively, and yet, as indicated in Fig. 8, there were remarkable differences in the way the two

isolates affected pigs. The Abst-1 isolate was nearly inert, it hardly replicated in vivo and caused
no clinical signs. By contrast, the MN 184 isolate replicated to extremely high titers in vivo and
caused severe clinical signs, resulting in the death of 50% of exposed animals. Also notable, the
group of pigs exposed to the pool of all virus isolates showed about the same virological, clinical,
and immunological responses as pigs exposed to MN 184, This finding indicates that the most
rapidly replicating virus in a mixed infection is likely to outcompete other isolates so that the net

result is essentially the same as an infection with the single isolate having the highest growth

potential.
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The notable in vivo differences between virulent and attenuated PRRSYV isolates shed
lighton the relationsﬁip between the virulence of an isolate and i3 in vivo growth and replication.
When administered at equivalent doses in pigs, the more virulent isolates show Log, TCID,y/ml
titers and RT-PCR concentrations that are exponentially higher than the attenuated isolates, The

virulent isolatés induce a more rapid and intense humoral immune response. The virulent

isolates negatively affect weight gain and induce higher death rates and more severe clinical signs

as compared to the attenuated isolates.

In conclusion, the example and tests in the present application indicate that attenuated and
virulent PRRSYV isolates induce remarkably different clinical signs, as well as immune responses
that differ in intensity. These differences are attributed to the ability of the virus to replicate in
vivo, a phenotypic characteristic that can be measured quantitatively in serum snmpl;s and may

be developed for predicting the virulence of PRRSYV isolates.

EXAMPLE 2
This example provides several methods of attenuating PRRS isolates as well as their

inclusion in immunogenic compositions.

Materials and Methods:

A vaccine preparation is formulated incorporating a modified or attenuated live virus for the
immunization of swine from infection by PRRS. The PRRSV virus for the vaccine preparation
is propagated in the MA-104 continuous cell line, preferably ATCC No. CL2621. The cell line
is grown in flasks containing MEM, to which is added 10% feta] calf serum. The pH of the
media is adjusted to approximately 7.2, and incubated at approximately 37° C. The cells are then

inoculated with the virus by adding about 1 ml of a frozen inoculum to the fluid media. The
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_ virus is allowed to absorb onto the cells for 24 hours. At this time, the growth media is changed

1o a maintenance media consisting of MEM to which has been added 4% fetal calf serum, pH7.6.
The environment is preferably between 35°-37° C. The virus is allowed to grow until 50% of the
MA-104 cell sheet is destroyed by the virus. The sample is then frozen down, and prepered for
passage onto another flask of MA-104 cells. This process is continued through 25 passages of
the virus in the cell line. The virus is then propagated another 12 times at about 31° C. as
opposed to 35°-37° C., using the same techniques as described above. The.12th passage is frozen
down in small aliquots and designated' as the Master Seed Virus.
The following sets forth the details of the preferred method.

1. Media:

. Eagles Minimum Essential Medium (MEM) from JRH Biosciences, #200-2041
b. Fetal calf serum (FCS) from JRH biosciences
c. Growth media for cell planting-MEM+10% Fetal Calf Serum

d. Maintenance media-MEM 4% Fetal Calf Serum

Trypsin-Versene IX

™h

Sodium Bicarbonate 5% or saturated

II. Tissue Culture:
Cell line used: MA-104 (African Green Monkey Kidney cells kept within 20 passage
levels (passage 58-78)
IIl. Equipment:
75cm tissue culture flasks
Incubator set at 35°-37° C.

Incubator set at 3° C,
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Centrifuge
Iv. Method Used to Attenuate PRRSV Virus Grown at 25°-37° C.
A. Preparation of Tissue Culture Stock:
5 to 7 day old MA-104 75cm? stock bottles are s;-alit 1:4 in the following manner:
_ 'a._ Pour off all media (50ml per bottle).

b. Remiove the cell sheet using 10ml of Trypsin-Versene by incubation at 37T C.
for 5-10 minutes.

¢. Remove cells from bottle and centrifuge 270xg for 5-10 minutes.

d. Decant supernatant and resuspend the cells in 5-10ml of growth media (MEM
10% FCS).

e. Put all cells into 200m] of MEM 10% FCS which is then dispenséd into four
75cm bottles, 50ml per bottle fora 1:4 split. Bottles ere then kt;.'pt at 35°-37° C. until ;weded (can
be done also vi:ithm;t CO,). '

f. 3 or 4 day old bottles which have formed & full cell sheet are now ready for use.

g. Adjust pH of 50ml of media in flask to 7.2 pH and then add 1ml of virus into
media and put flask at 35°-37° C. (can be done aiso without CO,).

h. After 24 hours, media is discarded and flask is refed with 50ml of MEM 4%
FCS 7.6 pH and put back at 35°-37° C.

i. 24 hours after this fluid change, CPE should be showing and, when 50-60%
holes are present in cell sheet, freeze down.

Jj. Thaw out above bottle and take 1ml of this fluid and pass into new 75¢m bottle
as listed above to make next passage of virus,

This above procedure is carried out for a total of 25 times, grown at 35°-37° C.
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Method Used to Attenuate PRRSV Virus Grown at 31° C. Virus passed 25 times at 35°-37° -

C. is used to make passage 1 ft;l' virus grown at 31° C.
A, Preparation of Tissue Culture Stock:
5 to 7 days old MA-104 75cm’ stock bottles are s-ph't 1:4 in the following manner:

‘a, .Poﬁr off all media (50m] per bottle).

b. Remiove the cell sheet using 10ml of Trypsin-Versene by incubation at 37°C.
for 5-10 minutes.

¢. Remove cells from bottle and centrifuge 270xg for 5-10 minutes.

d. Decant superuatant and resuspend the cells in 5-10ml of growth media (MEM
10% FCS).

e. Put all cells into 200ml of MEM 10% FCS which is then dispenae.d into four
75¢cm bottles, SOml per bottle for 1:4 split. Bottles are then kept at 35°-37° C. until 1.1eeded (can
be done also Withox;t CO,).

f. 3 or 4 day old bottles which have formed a full cell sheet are now ready for use.

g. Adjust pH of 50ml of media in flask to 7.2 pH and then add 1ml of virus into
media and put flask at 31° C, (can be done also without CO,).

h. After 24 hours, media is discarded and flask is refed with 50ml of MEM 4%
FCS 7.6 pH and put back at 31° C.

i. 24 hours afier this fluid change, CPE should be showing and, when 50-60%
holes are present in cell sheets, freeze down.

j» Thaw out above bottle and take 1ml of this fluid to make next passage of SIRS
VR-2332 virus.

This above procedure is carried out for a total of 12 times at 31° C. The 12th passage of 31°

C. grown virus is designated Master Seed Virus for vaccine production,
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Arntenuation of PRRS virus by Gene Deletion

One skilled in the art may attenuate PRRSV through the conventional method of gene
deletion. Generally, this method involves the deletion of a gene which codes for the virulent
phenotypes of the virus. Such a method may be adapted from of such references as Elbers ctal.
(U.S. Pat. App. No. 20020012670) or Schall et al (U.S. Pat. No. 6,740,324), the teachings and

content of which are incorporated by reference herein.

Antenuation of PRRS virus by Temperatire-Sensitive Mutation

One skilled in the art may also attenuate PRRSV through the conventional method of
temperature sensitive mutation. Generally, this method involves causing a mutation that limits
the temperature range in which the virus is active. For example, the method of Skiadopoulos et
al,, “Identification of Mutations Contributing to the Temperature-Sensitive, Cold-Adapted, and
Attenuation Phenotypes of the Live-Attenuated Cold-Passage 45 (cp45) Human Paminfluenza
Virus 3 Candidate Vaccine™, 73 No. 2 Journal of Virology 1374, (February 1999) may be adapted
for use with PRRSV. The teachings and content of Skiadopoulos et al. are incorporated by

reference herein.

Attenuation of PRRS virus by Generation of an Infectious Clone

One skilled in the art may also attenuate PRRSV through the conventional method of
generating an infectious clone. This method generally involves the creation of a full-length
cDNA clone of the desired viral genotype, said clone also being virulent in the target animals.
For example, the method of Nielson et al., “Generation of an Infections Clone of VR-2332,a

Highly Virulent North American-Type Isolate of Procine Reproductive and Respiratory

&y
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Syndrome Virus”, 77 Journal of Virology 3702 (Mar. 2003), may be adapted for an attenuated "

version of PRRSV. The teachings and content of Nielson et al, are incerporated by reference

herein,

Attenuation o_f PRRS virus by Gene Insertion

One skilled in the art may elso attenuate PRRSV through the conventional method of gene
insertion. This method generally involves the insertion of a gene within the virus which inhibits |
the pathogenic phenotypes of said virus. For example, the method of Schall et al. (U.S. Pat. No.
6,740,324) may be adapted for such an attenuated version of PRRSV. The teachings and content

of Schall et al. are incorporated by reference herein.

Attenuation of PRRS virus by Substitution L

One skilled in th-e art may also attenuate PRRSYV through the conventionall methods of codon
and base-pair substitution. Generally, codon or base-pair substitution involves substituting a
codon or base-pair with a different codon or base-pair such that the viral gene now codes for a
protein which limits the pathogenicity of the virus. For example, the method of codon
substitution of McAuliffe et al., “Codon Substitution Mutuations at Two Positions in the L
Polymerase Protein of Human Parainfluenza Virus Type 1 Yield Viruses with a Spectrum of
Attenuation In Vivo and Increasnl:d Phenotypic Stability In Vitro”, 78 Journal of Virology 2029
(February 2004) may be adapted to create a gene substitution method for attenuating PRRSV.
Also, Hurrelbrink and McMinn, “Attenuetion of Murray Valley Encephalitis Virus by Site-
Directed Mutagenesis of the Hinge and Putative Receptor-Binding Regions of the Envelope
Protein”, 75 Journal of Virology 7692 (August 2001) and Elbers et al. (US Pat. App. No.

20020012670) provide methods of base-pair substitution that may be adapted to create an
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_ attenuated PRRSV isolate. The teachings and content of McAuliffe et al., Hurrelbrink and

MecMinn, and Elbers et al. are incorporated by reference herein.

Attenuarion of PRRS virus by Use of Chimeric PRRS Constructs

One skilled in the art may also attenuate PRRSV through the conventionnll method of
chimeric constructs. Generally, a chimeric construct is one that contains genes from ditfermt.
species in order to induce an antigenic response in a host cell. For example, such a construct may
be created by adapting the method of l.-Inm's et al . (U:S. Pat, App. No. 20040157307) to create

a chimeric construct with PRRS genes.

Incorporation of attenuated PRRS isolates into immunogenic compositions:

After new isolates are attenuated, preferably by one of the methods noted above, the
attenuated isolates can be incorporlth into compositions effective at providing an immune
response against virulent isolates of PRRS. In preferred forms, such compositions will provide

an animal receiving an effective amount of the composition, protective immunity agains PRRS

. infection. Such protective immunity will reduce the severity of clinical signs of PRRS infection

in vaccinated animals that are subsequently exposed to or infected by a virulent PRRS isolate.
Preferably, such clinical signs will be prevented by the administration of an effective amount of
the immunogenic composition or vaccine. In some forms, the attenuated PRRS isolates wil} be
used to produce a modified live virus vaccine, in which the attenuated isolates are used in their
live state in the immunogenic compositions. 1n other forms, the attenuated isolates will be killed

or inactivated prior to their incorporation into immunogenic compositions.
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We Clajm:
1. A method of predicting the virulence of 8 PRRS virus isolate of unknown
virulence, comprising the steps of administering a quantity of said PRRS virus isolate into PRRS-

free swine, allowing the virus to replicate in said swine for a period of from about.3-15 days,

measuring the rate of virus growth and/or the magnitude of viremia during said period, and

comparing said rate of growth or viremia magnitude with the rate of growth and/or viremia

magnitude of a PRRS virus isolate of known virulence as a predictor of virulence of the PRRS
isolate of unknown virulence.

2. The method of claim 1, said period being between from about 3 to 7 days.

3. The method of claim 1, including the step of measuring the magnitude of
viremia during said period, and comparing such magnitude with the viremia magnitlude of said
known PRRS virus isolate.

4. The method of claim 1, said quantity of administered _virus being similar
to the amount an animal would receive by natural exposure.

5. The method of claim 1, said PRRS virus being adminstered by a method
selected from the group consisting of oral, intranasal, intramuscular, intra-lymph node,
intradermal, intraperitoneal, subcutaneous, and combinations thereof.

6. The method of claim 1, said rate of growth or viremia magnitude being
measured in a biological sample from said swine.

7. The method of claim 1, said viremia being measured by Log,, TCID,¢/ml,
reverse transcriptase-polymerase chain reaction, PRRS specific ELISA, PRRS protein-specific
ELISA, and combinations thereof.

8. The method of claim I, further including the step of observing said swine

for clinical signs of PRRS infection after administration of said PRRS isolate,
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9. The method of claim 8, said clinical signs including respiratory signs,
behavior, coughing, and combinations thereof. .
10.  The method of claim 1, further including the step of predicting that the
PRRS isolate will be of high virulence when its rate of growth or viremia magnitude are similar

to that of a isolate with high virulence,

11,  The method of cleim 1, further including the step of predicting that the

PRRS isolate will be of low virulence when its rate of growth or viremia.magnitude are similar
to that of a isolate of low virulence. |

12.  The method of claim 1, said administered amount of PRRS virus being
up to ebout 5 ml of inocula having & viral concentration of up to 5.0 Log,, TCID,y/ml.

13. An immunogenic composition comprising an attenuated PRRS virus

‘isolate and a pharmacologically compatible carrier, said attenuated isolate being selected.from

the group consisting of Abst-1, and attenuated forms of a PRRS virus predicted to be virulent by
the method of claim 1.

14.  The composition of claim 13, said attenuated isolate being Abst-1.

15.  The composition of claim 13, said PRRS virus predicted to be virulent by
the method of claim 1 being selected from the group consisting of ATCC VR-2332, ATCCPTA-

6504, ATCC PTA-6319, ATCC PTA-6321, and ATCC PTA-6322.

16. A method of selecting a PRRS virus isolate for attenuation and inclusion
in an immunogenic composition comprising the steps oft
a) obtaining a PRRS isolate of unknown virulence;

b) administering a quantity of said PRRS virus isolate into a PRRS-free swine;

SH
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¢) allowing said isolate to replicate in the swine for a period of from about 3-15
days;

d) measuring the rate of virus growth and/or the magnitude of viremia during said
period;

€) 'compﬁring said rate of growth or viremia magnitude with the rate of growth
and/or viremia magnitude of a PRRS virus isolate of known virulence; and

f) sclecting an isolate for attenuation and inclusion into an immunogenic

composition based on its rate of growth and/or its viremia magnitude in

comparison to isolates of known virulence.

17.  The method of claim 16, step (f) fgnher including the step of selectin.g an isolate

having a similar rate of growth and/or viremia magnitude to a highly virulent isolate.

18. ‘The method of claim 16, further including the step of attenuating the selected

virus.

19.  The method of claim 18, said virus being attenuated by a method selected from
the group consisting of repeated serial passage in cell culture, gene insertion, gene switching,

gene deletion, base-pein substitution, and temperature-sensitive mutation,

20.  The method of claim 18, further including the step of incorporating said selected

virus in an immunogenic composition.
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AISLAD 8 DE VIRUS DEL SINDR ME REPR DUCTIV Y RESPIRATORI
PORCINO Y METODOS DE USO
SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud es una continuacién en parte de ia solicitud de niumero de
sarie 11/022.262, presentada el 23 de diciembre, 2004, la cual reivindica el beneficio
de la solicitud provisional de numero de serie 80/611.824, que se presentt el 21 de
septiembre, 2004. Las ensefianzas y contenido de cada una de estas solicitudes
anteriores se incorporan por referencia en esta memoria.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a nuevos aislados de virus del SRRP de tipo
salvaje aislados y a los corespondientes virus del SRRP atenuados mejorados, a los
usos de dichos virus atenuados en vacunas y composicionss inmunolégicas, asl como
a métodos para medir la magnitud de la viremia, tasa de crecimiento, respuesta de
anticuerpos, y a sus combinaciones en dichos aislados y virus. Mas particularments, la
presente invencién proporciona métodos para predecir [a virulencia de aislados de
virus del SRRP nuevos o previamente no caracterizados, y la atenuacién y el uso de
dichos aislados en vacunas y composiciones inmunoiégicas.

Descripcion de la Técnica Anterior

El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (VSRRP) es un virus
de ARN monocatenario con envuelta clasificado en la familia de Arteriviridae
(Cavanaugh, 1997). Causa una enfermedad del cerdo muy extendida que se describié
por primera vez como la "enfermedad misteriosa del cerdo” en EE.UU. en 1887 (Hill,
1990). La enfermedad se manifiesta como una enfermedad respiratoria en todos los
grupos de edad del cerdo, que conduce a la muerte en algunos cerdos mas jévenes y
a problemas reproductivos graves en hembras en edad de reproduccitn.

La natursleza dindmica del VSRRP permita un cambio constante de la
enfermedad y proporciona una amplia oportunidad para la aparicion de nuevos
aislados (Andreyev et al., 1997; Murtaugh et al. 1998; Meng, 2000). E! hecho de que el
VSRRP cambie tan féciimente, junto con su capacidad para producir problemas
devastadores para los productores de cerdos, hace que este virus sea un objetivo
importante para la investigacién (Mengeling et al., 1998; Pejsak et al., ‘i997) y para el
desarrollo de vacunas y otros métodos para reducir los efectos de la infeccién. La
variacion en los niveles de virulencia de los aislados se demostrd en lesiones
pulmonares y muerte de cerdos (Halbur et al., 1996), pero los esfuerzos para ligar las
diferencias biolégicas e inmunoldgicas a diferencias genéticas especificas no han
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tenido éxito en gran medida (Albina et al., 1998; Key et al., 2001; Yuan et al., 2001,
Murtaugh et al., 2002; Grebennikova et al., 2004). Los estudios para examinar la
seguridad y la eficacia de las vacunas del SRRP incluyen el trabajo de Labarque et al.,
(2003), Mengeling et al., (2003a), y Nodelijik et al. (2001). Estos estudios muestran
que en condiciones experimentales, las vacunas de SRRP vivas modificadas reducen
la cantidad y duracién de la viremia, asl como la fiebre y lesiones pulmonares después
de una exposicion virulenta.

Opriessing et al. (2002) mostraron que los aislados con una secuencia de
aminodcidos con alta homologla en el marco de lectura abierto 5 (ORF5) produclan
niveles significativamente diferentes de neumonia en cerdos. A la variacion de las
respuestas del cerdo al VSRRP también le afecta la variacion de hospedante
(Mengeling et al., 2003b). La virulencia se ha examinado en relacién con las tasas de
replicacién y distribucién del VSRRP en cerdos (Haynes et al., 1887), las capacidades
de depuracién de cobre de macréfagos (Thanawongnuwech et al., 19988), y los niveles
de anemia del animal hospedante (Halbur et al, 2002). Sin embargo, estos métodos no
han logrado proporcionar métodos eficaces para predecir la virulencia de aislados de
VSRRP nuevos o no caracterizados previamente.

Por consiguiente, lo que se necesita en la técnica @s un método para predecir la
virulencia de los aislados de VSRRP. Lo que se necesita ademés en la técnica es un
método para predecir la virulencia de aislados de VSRRP baséndose en la tasa de
crecimiento dei virus del SRRP in vivo y/o en la magnitud de la viremia en un cerdo
después de administracién o exposicién del asislado a un cerdo que previamente no
tenia SRRP.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién supera los problemas resumidos antes y proporciona
nuevos aislados de virus del SRRP de tipo salvaje aislados, versiones atenuadas de
dichos virus, y las correspondientes vacunas que comprenden los virus del SRRP
atenuados en composiciones farmacéuticas. Con méas detalle, los virus de tipo salvaje
de la presente invencién se denominan SDSU 73, 17198-8 y MN 184, y sus mezclas.
Las versiones atenuadas de estos aislados de virus, y las vacunas completas que
comprenden los aislados atenuados son capaces de conferir inmunidad in vivo frente
al SRRP en el cerdo, sin generar signos clinicos significativos de VSRRP,

Otra caracteristica ds los aislados de virus del SRRP atenuados de la invencién
es que retienen una proporcién sustancial de la viremia encontrada en los virus
salvajes no atenuados. Asl, los virus atenuados presentan al menos aproximadamente
50%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 75% de la viremia que
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presentan los virus salvajes no atenuados. De esta forma, los virus atenuados son
capaces de conferir una inmunidad frente al SRRP maés répida y completa en el cerdo.

Los virus salvajes se pueden atenuar por una variedad de métodos, tales como
el paso en cultivo celular repetido en serias, insercién génica, cambio génico, deleclén
génica, sustitucién de par de base y mutacioén sensible a la temperatura. Dichos virus
atenuados se pueden usar después en una variedad de composiciones inmunolégicas
incluides vacunas, usando métodos que son bien conocidos en la técnica. En algunas
formas, estos virus atenuados se pueden ademas matar o inactivar usando métodos
que son bien conocidos en la técnica, antes de la incorporacién o inclusién en una
composicién inmunégena seglun la presente invencidn. Los ejemplos de las
compaosiciones inmundgenas Utiles para prevenir la infeccion del SRRP o reducir la
gravedad de los signos clinicos de ia infeccion del SRRP incluyen vacunas hechas con
Abst-1 0 JA-142.

También ha descubierto que las vacunas de la invencidn se pueden
almacenar en un estado congelado hasta que estén listas para usar, sin quitar valor a
las caracteristicas deseables de fas vacunas. Esto aborda un problema continuo en la
técnica, puesto que las vacunas del SRRP anteriores no han sido adecuadas para el
almacenamiento congeladas.

La presente invencion proporciona ademas métodos para predecir el grado de
virulencia de un aislado de virus del SRRP no caracterizado o nuevo. Dichos métodos
en general implican evaluar en un aislado de virus del SRRP nuevo o previamente no
caracterizado al menos uno de los siguientes parémetros: tasa de cracimiento virico;
magnitud de la viremia; respuesta de anticuerpos; o combinaciones de los mismos.
Después los resultados de dicha evaluacién se usan para predecir el grado de
virulencia del aislado nuevo o previaments no caracterizado. Los métodos en general
implican administrar o exponer un cerdo sin SRRP a una cantidad del aislado de SRRP
nuevo o no caracterizado y dejar que el virus se replique durante un periodo de hasta
aproximadamente 15 dias, més preferiblemente de aproximadamente 2-12 dias,
todavia mas preferiblemente de aproximadamente 3-10 dias y todavia mds
preferiblements de aproximadamente 3-7 dias. El modo de administracién se puede
realizar usando cualkjuier forma convencional, incluidas la administracién oral,
intranasal, intramuscular, intra-ganglio linfético, intradémmica, intraperitoneal,
subcutanea, y sus combinaciones, pero lo mas preferiblemente por administracién
intranasal. La cantidad de la dosis para administracion intranasal preferiblemente es
hasta aproximadamente 5 ml, todavia més preferiblemente entre aproximadamente 0,5
ml y aproximadamente 4 ml, todavia mas preferiblemente entre aproximadamente 1 ml
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y aproximadamente 3 ml, y todavia mas preferiblemente aproximadamente 2 ml. La
concentracién de virus en cada dosis debe ser de hasta aproximadamente 5.0 Log
DICTs/ml, mas preferiblemente entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 4,0
Log+o DICTso/mi, y todavia més preferiblemente aproximadamente de 2,5 a 3,5 Loga
DICTs/ml, y 1o més preferiblemente aproximadamente 3,0 Logq DICTg/ml. En un
momentc o en momentos de tiempo seleccionados durante este periodo de
replicacion, se toman muestras biolégicas del cerdo y se hacen mediciones de la tasa
de crecimiento del virus administrado, magnitud de la viremia, respuesta de
anticuerpos, y/o sus combinaciones. Después los datos recogidos en estas mediciones
se comparan con la tasa de crecimiento, magnitud de la viremia, respuesta de
anticuerpos y/o sus combinaciones para un aislado conocido y caracterizado, como
una medida de la virulencia prevista de un aislado nuevo o desconocido.

Usando los métodos de la presente invencién, se midieron la tasa de
crecimiento del virus del SRRP, la magnitud de la viremia, la respuesta de anticuerpcs
y/o combinaciones de estas caracteristicas, en cerdos a los que se [es habla
adminiatrado uno de ocho aislados de VSRRP diferentes. Cada uno de estos aislados
tiene un nivel de virulencia y manifestaciones clinicas de la enfermeded conocidos.
Estas mismas caracteristicas también se midieron en cerdos a los que se habla
administrado una combinacién de los ochos aislados.

Mas especificamente, cien (100) cerdos de dos-tres semanas de edad sanos
se dividieron aleatoriamente por peso en diez grupos, con 10 cerdos en cada grupo. En
todos los cerdos se ensayd la infeccidn de SRRP usando el ensayo de HerdChek
PRRS ELISA 2XR (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME). Ocho de los grupos
recibieron ia administracién de uno de los ocho aislados, un grupo recibié una
administracién que consistia en una combinacién de los ocho aislados, y el ultimo
grupo recibié una administracién de medio esencial minimo de Eagle (EMEM) para
actuar como grupo de control. Se volvié a titular una muestra de cada inoculacién virica
para confirmar el titulo. Preferiblemente el titulo de virus administrado se modela para
mimetizar un nivel de exposicién natural del virus. Se recogieron muestras bioldgicas
en forma de sangre a difarentes tiempos a lo largo del experimento. Cada musestra se
analizd mediante aislamiento del virus, reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa cuantitativa (RT-PCR), ensayo de HerdChek ® PRRS ELISA
2XR, y ELISA especifico para proteinas del VSRRP.

El aislamiento del virus se realizd en células CL.2621 (una linea celular de MA
104) mediante diluciones seriadas y combinéndolo con EMEM, gentamicina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) y Fungizona (Invitrogen Corp., Grand Island, NY).
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Después las diluciones se incubaron y se examiné el efecto citopatico (ECP). Se ust el
célculo de Reed-Muench para determinar los titulos.

Se lievé a cabo la RT-PCR usando el kit de QlAamp Viral RNA Mini-Kit
(Qiagen, Inc., Valencia, CA) y el VSRRP se detecté usando un ensayo de un solo tubo
de Tetracore, Inc. (Gaithersburg, MD). Para determinar la cuantificacién de virus, se
desarrollé una curva patron y se determinaron las concentraciones de las muestras
desconacidas por extrapolacién lineal de los valores umbral del ciclo representados
frente a la concentracién conocida del producto de transcripcién de 3'UTR.

Las mediciones de anticuerpos usando la relacién S/P de ELISA se generaron
usando el ensayo de HerdChek ® PRRS ELISA 2XR usando las instrucciones del
fabricante. E| ELISA especlfico para protelnas del VSRRP se llevé a cabo usando
proteina de nucleocdpside (N) y no estructural 4 (nsp 4) de VR2332 aislado
recombinante, expresadas en células BL21 (DE3)-RP (Stratagene, La Jolla, CA).

Todos los cerdos se pesaron al inicio y al final de! estudio. Ademés, cada dia
del estudio un veterinario evalué y puntué los signos clinicos de [a enfermedad de
SRRP de cada cerdo. Todos los datos resultantes se analizaron estadisticamente y se
compararon grupo por grupo.

Nueve de los diez grupos posteriorments se expusieron una segunda vez a un
aislado de virus de alta virulencia para permitir la evaluacion adicional de los niveles de
proteccién homoéloga y vacuna frente a la proteccién heterdloga de tipo salvaje
(concepto de exposicion de virus vivo). Después de esta exposicién, los animales se
evaluaron y necropsaron para el andlisis usando aislamiento de virus e
inmunohistoquimica.

La presente invencion por lo tanto también proporciona una composicién
inmundgena que comprende un aislado de virus del SRRP atenuado. En las formas
preferidas, la composicién también puede incluir un vehiculo y/o un adyuvante
farmacolégicamente compatible. Un ejemplo de dicha composicién incluirla Abst-1 y/o
una forma atenuada de un virus del SRRP que se ha predicho que es virulento por los
métodos descritos anteriorments.

La presente invencibn también proporciona un método mejorado para
seleccionar un aislado de virus del SRRP para atenuar e incluir en una composicién
inmundgena. El método en general incluye las etapas de a) obtener un aislado de virus
del SRRP de virulencia desconocida; b) administrar una cantidad de dicho aislado de
virus del SRRP a un cerdo que no tenga SRRP; ¢) dejar que dicho aistado se replique
en el cerdo durante un periodo de aproximadamente 3-15 dias; d) medir la tesa de
crecimiento del virus y/o la magnitud de la viremia durants dicho periodo; ©) comparar
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dicha tasa de crecimiento o0 magnitud de la viremia con la tasa de crecimiento y/o
magnitud de la viremia de un aislado de virus del SRRP de virulencia conocida; y f)
seleccionar un aislado para atenuar e incluir en una composicion inmundgena
basandose en su tasa de crecimiento y/o su magnitud de la viremia comparado con los
aislados de virulencia conocida. Serfa preferible seleccionar un gislado que se hubiera
predichc que era muy virulento para incluir en una composicién inmunégena, aunque
se podian usar aisladoa que se ha predicho que son menos virulentos incluidos los que
se ha predicho que no son virulentos. Esto se debe a que los aislados que se ha
predicho que son més virulentos tienen mayores tasas de crecimiento y/o magnitudes
de viremia, lo cuel generaimente induce una respuesta inmunitaria mas vigorosa y
protectora. Usando los métodos de la presente invencién, la seleccién de qué aislados
usar para incluir en compoesiciones inmunégenas se simplificarA y aumentard la
probabilidad de tener una vacuna util que proteja frente a aislados de virus del SRRP
virulentos.

Como se emplea en esta memoria, "tasa de crecimiento” se refiere a la
medicién de la replicacién virica frente al tiempo en el cerdo. En el Ejemplo 1 se
proporcionan ejemplos preferidos de estas mediciones. “Magnitudes de la viremia"
como se emplea en esta memoria, se refiere a la concentracién de virus que circula en
la sangre del cerdo. En el Ejemplo 1 también se proporcionan ejemplos preferidos de
esta medicion,

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es una grafica de los tltulos medios de virus en el suero frente al
tiempo expresados como logs DICTsy/ml para el ensayo del cerdo del Ejemplo 1;

La figura 2 es una gréfica de la concentracién media de virus del SRRP en el
suero en el ensayo de cerdo del ejemplo 1, medido por la RT-PCR en tiempo real;

La figura 3 es una gréfica de las relaciones S/P medias frente al tiempo usando
un ensayo comercial de ELISA;

La figura 4 es una gréfica que ilustra el andlisis de mediciones repetidas para
los datos del ensayo de ELISA comercial y de logs DICTs/ml del ejemplo 1, en la que
se ha representado gréficaments la media del grupo del 4rea bajo la curva de la
relacién S/P de ELISA frente a la media del grupo del 4rea bajo el logy DICT so/m;

La figura 5 es una gréfica que ilustra el andlisis de mediciones repetidas para
los datos del ensayo de ELISA comercial y de concentracitn de RT-PCR del ejemplo 1,
en la que se ha representado gréficamenta la media del grupo del &4rea bajo la curva de
ELISA frente a la media del grupo del drea bajo la curva de concentracién de RT-PCR:

La figura 6a es una grifica de absorbancia frente a tiempo para el Ejemplo 1;
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La figura 6b es una gréfica de absorbancia frente a tiempo, que ilustra el efecto
del aislado de VSRRP en la respuesta de la IgG a nsp4, en la que los datos son
valores medios de 10 animales, excepto cuando murieron animales;

La figura 7 es una gréfica que ilustra el andlisis de mediciones repetidas de
datos de nsp-4 y logis DICTs/ml del ejemplo 1, en la que se ha representado
graficamente la media del grupo del 4rea bajo la curva de nsp-4 frente a la media del
grupo del &rea bajo la curva de log. DICTse/ml;

La figura 8 es una gréfica que ilustra e! andlisis de mediciones repetidas
usando los datos de puntuaciones clinicas y log. DICTsy/m! del ejemplo 1, en la que se
ha representado gréficamente la media del grupo del drea bajo la curva de
puntuaciones clinicas frente a la media del grupo del drea bajo la curva de logy
DICTg/ml; y

La figura 9 es una gréfica de la puntuacién IHC para cada aislado en esta
solicitud.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Los siguientes ejemplos exponen eislados preferidos y procedimientos de
acuerdo con la presente invencién. Ha de entenderse, sin embargo, que estos
ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién solamente, y nada en ellos debe
considerarse una limitacion tras el alcance global de la invencién.

Ejemplo 1

Mateniales y métodos;

Se obtuvieron 100 cerdos de 2-3 semanas de edad sanos de una piara
comercial que no tenfa SRRP y se mantuvieron en Veterinary Resources, Inc., Ames,
lowa, bajo la supervision de un veterinario. Los animales recibieron alimento y agua a
voluntad. Todos los cuidadores de animales y personal de laboretorio implicados en el
estudio eran ciegos respecto a los tratamientos dados a los diferentes grupos de
animales. Los cerdos se ensayaron con HerdChek® PRRS ELISA 2XR (IDEXX
Laboratories Inc. Westbrook, ME) para determinar si aigin cerdo estaba infectado con
el VSRRP. Todos los cerdos para este ejemplo dieron el ensayo negativo. Después
los cerdos se dividieron aleatoriamente por peso en 10 grupos con 10 cerdos por
grupo.

Se usaron un total de ocho aislados de VSRRP en este ejemplo. Estos aislados
se han designado VR-2332, Ingelvac® PRRS MLV, JA 142, Ingelvac® PRRS ATP,
SDSU 73, Abst-1, MN 184, y 17198-8. Estos ocho aislados abarcan la historia de la

enfermedad del SRRP, presentan un amplio intervalo de niveles de virulencia, y

representan manifestaciones importantes de la enfermedad clinica. Todos los aislados
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de virus crecieron facilmente en las células de la Ilinea celular de ATCC CL2621
(CL2621 es una linea celular patentada de NVSL, Ames, |A) (una linea celular de
rifidn de mono MA-104). Tres de los aislados de campo principales, VR-2332, JA-142,
y SDSU 73, también tenian formas atenuadas, Ingelvac® PRRS MLV (Boehringer
Ingelheim Vetmedica Inc., St. Joseph, MO), Ingelvac® PRRS ATP (Boehringer
Ingelheim Vetmedica Inc., St. Joseph, MO) y Abst-1, respectivamente. Todas estas
formas atenuadas presentaban una virulencia baja o indetectable que se obtuvo por el
pase in vitro para la atenuacidn. El aislado de VSRRP ATCC VR-2332 se aislé en 1991
en Minnesota y se usé en el pase en cultivo celular tres. La forma atenuada de este
virus esta disponiblie en el comercio con la marca registrada Ingelvac® PRRS MLV. El
aislado de VSRRP JA 142 (ATCC N° PTA-6504), suministrado por William Mengeling,
National Animal Disease Center, Ames, lows, se aislé en 1997 en lowa de un caso de
"aborto repentino "grave de fallo reproductivo y se usé en el pase en cultivo celular
cinco. La forma atenuada de JA 142 se vende en el comercio con el nombre comercial
Ingelvac® PRRS ATP y se ha asignado el ATCC N°® VR-2638. El VSRRP SDSU 73
(ATCC N° PTA-8322) se recupert en lowa de un caso grave de enfermedad
reproductiva en 1996 y se uso en el pase en cultivo celular uno. La forma atenuada de
SDSU 73, designada Abst-1 (ATCC N° PTA-8320), se obtuvo por 52 pases. El aislado
de VSRRP 17188-6 (ATCC N° PTA-6321) se obtuvo en Oklahoma en 1997 de un
rebafio que experimentaba enfermedad reproductiva grave y se usé en el nivel de pase
cuatro. El aislado de VSRRP MN 184 (ATCC N° PTA-8319) se obtuvo en 2001 de una
granja de cerdos que experimentaba una enfermedad reproductiva grave y mortalidad
de cerdos, en Minnesota del sur y fue suministrado por Kurt Rossow, University of
Minnesota, St. Paul. Este aislado se usé en un pase en cultivo celular de uno.
Adicionaimente, se produjo una mezcla que consistla en una combinacion de todos los
aislados.

El dia 0, cada uno de los ocho aislados de VSRRP y la mezcla de VSRRP se
diluyeron a aproximadamente 3,0 Logs, DICTs/ml en medio esencial minimo de Eagle
(EMEM) (JRH Bioscience, Lenexa, KS) que contsnia FBS al 4% (JRH Bioscience,
Lenexa, KS) y se administré por via intranasal a cerdos con una dosis de 2 ml (1 ml por
orificio nasal). El grupo de control sin tratar recibié 2 ml de medio. Los indculos se
titularon en placas de 96 pocillos que contenlan células CL2621 de tres dias de edad
para confirmar le titulacién usando el método de Reed-Muench (Reed et al., 1938).
Los titulos obssrvados administrados a los cerdos, junto con una descripcion del nivel
de virulencla e informacién de aislamiento, se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1 Virulencla y titulo de inoculacién de los aislados

Grupo Alslado Afo aislado Vinulencia™* Titulo logso DICTe/mi
1 VR 2332 1991 moderada 343
2 Ingelvac® PRRS MLV* licencia de USDA 19968 VR2332 atenuado 3,02
3 JA 142 1997 Alta 313
4 Ingelvac® PRRS ATP* licencia de USDA 1989 JA 142 atenuado 414
5 SDSU 73 1996 Alta 2,75
8 Abst-1* Atenuado 1999 SDSU 73 atenuado 418
7 MN 184 2001 Ala 4,10
8 17198-8 1097 Alta 281
9 Mezcla™ NE Alta an
10 Testigo NE N/E N/E
* aislados de VSRRP atenuados

-

* Mezcla que contiene los ocho aislados
++ Resumen de lesiones pulmonares descntas en al Symposium on Emerging Diseases, Roma 2003
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Después los aislados se compararon para determinar su similiiud genética
mediante un andlisis de su porcentaje de identidad de secuencia. La identided de
secuencia se determind enviando muestras de los virus al Laboratorio de Diagndstico
de la Universidad de Minesota para el andlisis de secuencias. Se proporcionaron los
resultados de ORF 5-6 y después se compararon con una secuencia de consenso del
virus del SRRP. Se Indicaron las diferencias de pares de bases individuales y después
se comnpard el % de identidad de secuencia entre los aislados. Como son conscientes
los expertos en la técnica, también se puede hacer una bisqueda amplia en diferentes
sitos web. Por ejemplo, la Universidad de Minesota proporciona una base de datos de
VSRRP (ccgb.umn.eduw/cgi-bin/common/web_blast.cgi) que lista secuencias de
aislados de 1989-2003. Ofro sitio que se usa con frecuencia es el enlace a NCBI
BLAST que se encuentra en ncbi.nim.nih.gov/BLAST.

Como se muestra por el porcentaje de identidad de secuencia y el dendograma
en la Tabla 2, los aislados de campo virulentos son genéticamente bastante distintos y
representan un grupo diverso de aislados de VSRRP. En contraste, las parejas de
VSRRP parental y de vacuna eran genéticamente casi idénticas. La comparacién por
parejas y el dendograma de la Tabla 2 se generaron usando el paquete de software de
Lasergene de herramientas de analisis de secuencias (DNASTAR, Inc, (Madison, WI)).

Tabla 2. Comparaciones por parejas de la secuencia de nucledtidos del

ORF5 de los aislados de VSRRP virulentos y atenuados usados en el

estudio. E! porcentaje de similitud se muestra en la parte superior

derecha y el porcentaje de divergencia se muestra en la parte inferior
izquierda de la tabla. El dendograma muestra la relacién genética de los
aislados. El corte indica 1 cambio de nucleétido por 100 restos. VR2332

es ol aislado original de Ingelvac PRRS MLV, JA 142 es el aislado

original de Ingelvac PRRS ATP y SDSU 73 es el aislado original de
Abst-1.
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Porcentaje de identidad
Ingelvac Ingeivac
PRRS PRRS
MLV ATP 17188-
VR 2332 JA-142 SDSUT3 Abst-1 MN 184 8
VR 2332 98,7 91,0 90,5 90,0 89,8 86,4 80,4
Ingelvac
PRRS MLV 03 90,7 80,2 89,7 88,2 884 900
JA-142 0.7 10,1 98,2 92,7 02,2 872 9822
Ingelvac
PRRS ATP 10,3 107 08 01,8 814 884 014
SDSU 73 10,9 113 7.8 88 88,5 872 017
Abst-1 11,5 11,9 8.4 0.4 056 88,7 012
MN 184 155 15,5 144 15,5 14,4 15,1 88,1
17198-6 10,5 109 88 8.7 8.0 86 15,9
Porcentaje de divergencia

El dia 49, se administraron por via intranasal 2 mi de aislado virulento del virus
del SRRP MN 184 a los grupos 1-8. El aislado MN 184 se diluyd en MEM + FCS al
4%, de modo que la concentracién era igual a log 3,0 +/~ 0,5 por mi. El virus de
estimulacion se tituld en placas de 96 pocillos que contenian células CL2621 que

tenlan tres dias para ensayo. Los animales se evaluaron durante 14 dias y despuéa se
necropsaron.

Evaiuacion de la Viremia

Se recogieron muestras de sangre de cada cerdo en cada grupo en tubos
Vacutainer los dlas 0, 1, 3, 7, 15, 21, 28, 35, 42 y 49. El suero se separd de la sangre
entera coagulada por centrifugacién a 6000 rpm durante 20 minutos. Después las
muestras de suero se dividieron para el andlisis mediante aislamiento del virus, ensayo
de la DICTs, reaccibn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
cuantitativa (RT-PCR), ensayc de HerdChek® PRRS ELISA 2XR, y ELISA especifico
para proteinas del VSRRP. En este estudio las muestras de suero se procesaron
inmediatamente después de recogerias y se enfriaron en hielo en las 3 horas
siguientes a la obtencién. Las muestras se almacenaron durante un maximode 24 h a
4°C y después a -70°C. El suero ensayado por RT-PCR se congelé a -70°C el dla en
que se recogidé y se aimacenaba hasta que podia realizarse el ensayo, momento en e}
que solo la serie de muestras que se podia ensayar en las siguientes 24 horas se
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descongelaba, extrala y ensayaba.

Para el ensayo de la DICTy,, se afiadieron 100 yl de suero de cada cerdo en un
tubo de dilucién que contenfa 900 ul de EMEMm + FBS al 2% + gentamicina 50 pg/ml
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) + Fungizona 2,5 pg/ml (Invitrogen Corporation,
Grand Island NY). Este tubo se agitd con vértice y se transfirieron 100 yl a ofro tubo
de dilucion que contenla 800 yl de EMEMm + FBS al 2% + gentamicina 50 ug/ml +
Fungizona 2,5 pg/ml. Este procedimiento se repitié hasta que se alcanzé una dilucién
final de 10°, Se cultivaron en placa cuatro replicaciones para cada dilucién en placas
de 96 pociflos, que contenfan las CL2621 (células MA 104), 100 pl por pocillo, a 37°C y
CO, al 4% durante ocho dlas. Después en cada pocillo se examiné el efecto citopatico
(ECP) y los titulos se determinaron usando el céiculo de Reed-Muench. Para el
aislamiento de los virus se afiadieron 100 yl de suero a cada uno de los pocillos de
ensayo que contenian células MA 104 por duplicado. Las placas después se Incubaron
durante una hora a 37°C y CO, al 4%. Después se afladieron 500 ul de EMEM + FBS
al 2% + gentamicina 50 pg/mi + Fungizona 2,5 ug/ml a cada pocillo. Después las
placaa se dejaron incubar a 37°C con CO, al 4% durante ocho dlas, y después se
examiné el ECP en cada pocillo.

Para extraer el ARN virico del suero para la RT-PCR cuantitativa, se usé el kit
de QlAamp Viral RNA Mini-Kit® {Qiagen Inc. Valencia, CA) como se describe en las
instrucciones del kit. Para la PCR en tiempo real, Tetracore Inc. (Gaithersburg, MD)
suministré6 un ensayo de RT-PCR en un solo tubo, en tiempo real, disponible en el
comercio, para detectar el VSRRP de EE.UU. y se usd para detectar el ARN del
VSRRP. Se disefiaron una sonda de nucleasa 5' de unién al surco menor (MGB) y
cebadores a partir de la ragién no traducida 3' (UTR) de la regién gendmica del VSRRP
por alineamiento de aislados de GenBank y baséndose en dreas conservadas del
cebador 3'UTR y la region de sonda. El ARN del VSRRP se transcribié en un tubo
individual usando un volumen de reaccién de 25 pl que consistia en mezcla original de
VSRRP de EE.UU. de Tetracore (18,9 pl de mezcla original, 2 ul de mezcla enzimatica
1, 0,1 pl de mezcla enzimatica 2) y 4 ul de ARN extraldo. Los tubos de reaccién se
cargaron en el bloque Smart Cycler II® (Cepheid, Sunnyvale, CA) y se establecieron los
ajustes del sofiware de deteccién fluorescente para el célculo automatico de los
valores base con la resta de la sefial de fondo. El programa del ciclador térmico
consistia en 52°C durante 1800 segundos, 85°C durante B00 segundos, y 45 ciclos a
84°C durante 30 segundos, 61°C durante 60 segundos y 72°C durante 60 segundos.
Una reaccioén de PCR se considerd positiva si el nivel del ciclo umbral (Ct) se obtenla a
=45 ciclos. Para la cuantificacién, se usaron cantidades conocidas de producto de ARN
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transcrito in vitro en diluciones seriadas (de 1 x 10 * a 1 x 10* copias/pl) para generar
una curva patrdn, Las concentraciones de copia/ml de las muestras desconocidas se
determinaron por extrapolacion lineal de los valores de Ct representados graficamente
frente a las concentraciones conocidas del producto transcrito de 3'UTR.

Medicién de anticuerpos

Las relaciones de S/P de ELISA se generaron realizando el ensayo de
HerdChek® PRRS ELISA 2XR (INDEXX Laboratories, Westbrook, MA) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. El ELISA especifico de proteinas del VSRRP para el
HerdChek® se llevé a cabo con proteina de nucleocédpsida (N) y no estructural 4 (nsp)
de aislado de VR2332 recombinante, que se expresaron en células BL21 (DE3)-RP
(Stratagene) a partir del pldasmido pET 24b como proteinas de fusién que conten{an un
marcador myc en el amino terminal y un marcador 8xhisitidina en el carboxilo terminal.
Las proteinas desnaturalizadas se dializaron en Tris HCI 0,1 M, pH 8, guanidina-HCI 0,
6 M, EDTA 2 mM y se ajustaron a una concentracion de 3 mg/ml. Se afladié DTT
hasta 300 mM y la disolucién se filtré a través de una membrana de 0,45 pm. Se
afladid protelna reducida en tampén de replegado (Tris HCI 100 mM, pH 8,0, L-arginina
0,5 M, glutation oxidado 8 mM, EDTA 2 mM, pepstatina A 10 yM, leupeptina 10 UM y
PMSF 1 mM), se filtré (0,22 pm) y se agité durante una noche. La protelna purificada
se concentré por filtracién de flujo tangencial (Pellicon XL Ultrace! PLC 5 kd, Millipore) y
se dializé contra Tris HCl! 20 mM, pH 8,0. Las protelnas se analizaron en un
bioanalizador Agilent 2100 con el kit de Protein LabChip. Las soluciones de proteinas
purificadas se almacenaron a —80°C.

Los ELISA especificos de protelna se llevaron a cabo por revestimiento de
placas de microtitulacién con 100 ng de proteilna recombinants en tampén de
carbonato, pH 9,8, o con tampdn solo. Las placas se bloquearon con leche
deshidratada sin grasa al 2,5% en solucién salina tamponada con fosfato que contenla
Tween 20 al 0,1% (PBST). Se aplicaron 100 yl de una dilucién 1:2000 de suero a los
pocilios por duplicado durante 2 horas, después de lo cual las placas se lavaron con
PBST y la unién del anticuerpo se detectd por incubacién con IgG anticabra de cerdo
conjugada con peroxidasa de rdbano picante (cadenas pesada + ligera (KPL,
Gaithersburg MD)) diluida 1:5000 durante 1 hora, seguido de lavado y desarollo de
color con 100 yl de sustrato de TMB (KPL). Las reacciones se pararon con écido
fosférico 1 M y las placas se leyeron a 450 nm.

Pesos corporales

Todos los cerdos se pesaron el dia O (primer dia del estudio) y el dia 49 (final
del estudio). Los cerdos se pesaron en un sistema de balanza de gria electrénica
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portatil Weigh-Tronix™ modelo 615XL, (Weigh-Tronix Inc., Fairmont, MN). La balanza
se calibrd usando pesos de prueba certificados antes y después de cada uso.

Puntuaciones clinicas

Cada dfa del estudio, un veterinario puntué a cada cerdo segun los signos
respiratorios, de comportamiento y toses en una escala de uno a cuatro para cada
signo clinico. Un animal normal tenla una puntuacién de tres, la enfermedad clinica
mdaxima se puntuaba nueve y un animal muerto recibla una puntuacién de 12. Se
enviaron muestras de todos los animales que murieron en el estudio al Laboratorio de
Diagndstico Veterinario de la Universidad estatal de lowa para el examen patolégico.

valuacion inmunohi ica ge los puimones

Se fij6 con formalina una muestra de pulmén de cada cerdo el dla de la
necropsia para ensayar la inmunohistoquimica y para el examen microscépico de
lesiones compatibles con el VSRRP. Este ensayo se llevé a cabo en el Laboratorio de
Diagnéstico Veterinario de la Universidad estatal de lowa.

Andlisis estadistico

Todos los datos se importaron al programa SAS version 8.02 para la gestion y
andlisis de los datos. Se generaron los resimenes estadisticos incluidas la media,
desviacion tipica, error tipico, mediana y distribuciones de frecuencia para todas las
variables de resultados segin fuera adecuado. Los datos de peso, RT-PCR y Logyp
DICTs/ml se analizaron por ANOVA de un factor para las diferencias generales entre
los grupos de tratamiento con ensayos por parejas para las diferencias entre los
grupos de tratamiento por el ensayo t de diferencia significativa minima. Todos los
ensayos para las diferencias entre grupos se disefiaron como ensayos de dos colas.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a p < 0,05.

Se hicieron algunos cambios de los datos para facilitar los analisis de
correlacion. Los valores de Log,, DICTs/ml listados como <2,00 se ajustaron a 1,0.

‘Los valores de RT-PCR negativos se ajustaron a 1,0 y todos los valores de RT-PCR

se normalizaron por transformacién a la base logaritmica 10 antes del anélisis. Los
resultados del grupo de control no se incluyeron en los andlisis de comrelacién. Los
resultados de cada cerdo se convirtiaron en un 4rea bajo la curva aproximada usando
la regla del trapecio. El area bajo la curva se calculé para el periodo de estudio entero,
desde la primera observacién al dla 15, y desde el dia 15 a la Ultima observacién,
aunque on las figuras s6lo se muestra el periodo de estudio entero.

Resultados

Aislamiento del virus y cuantificacién de Log,e DICT so/mi

.
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Antes de la exposicion el dla de la infeccion, no habla animales que dieran
positivo el ensayo para el VSRRP. El dla 1, después de infeccién intranasal, sélo 13
animales en 5 grupos dieron positivo el ensayo para el virus. Sin embargo, a los 3 dias
después de la infeccién todos los animales que se hablan infectado con aislados de
campo, excepto para el aislado 17168-6, eran positivos para el virus con valores
medios de logiw DICTg/ml en el intervale de 2,1 (SDSU-73) a 3,9 (MN 184). En
contraste, los animales inoculados con aislados atenuados eran uniformemente
negativos por cultivo celular. Estos resultados se proporcionan en la figura 1. Los
niveles méximos de viremia, de 3,6 a 4,8 logiy DICTs/m! se alcanzaron el dia 7 para
cuatro de los cinco aislados virulentos. El aislado 17188-8 alcanzé el nivel méximo el
dia 15. Los titulos permanecieron cercancs o por encima de 2 log,s DICTs/ml en todos
los virus virulentos durante 21 dlas, excepto para los cerdos infectados con JA 142 que
tenfan titulos por debajo de aste nivel.

Los niveles de viremia en los cerdos inoculados con aislados de VSRRP
atenuados eran menores que en los cerdos inoculados con aislados de campo
virulentos. Las medias de los grupos de los aislados atenuados alcanzaron niveles
méximos con titulos por encima de un log mencr que el méximo del tftulo del grupo
menos virulento. El aislado Abst-1, no se volvid a aislar, con excepcion del dias 3
después de inoculacion. La viremia de Ingelvac® PRRS MLV fluctuaba entre 0,5y 1,0
logo DICTg/m| de los dias 7 a 28, y Ingelvac® PRRS ATP variaba entre 0,4 y 1,2 loge
DICTso/ml de los dias 7 a 28. Los virus aislados atenuados no se recuperaron del
suero despuéa del dla 28, y se recuperaron ios virus de sélo dos de Jos grupos de
aislados de campo virulentos, los cerdos infectados con la mezcla y los infectados con
MN 184 el dia 35 (también se muestra en ia Fig. 1). Casi todos los cerdos eran no
virémicos por aislamiento del virus los dias 42 y 48.

En conjunto, se observd que los aislados més virulentos se replicaban mas
rapido y con titulos mayores en los cerdos de io que lo haclan los aislados atenuados.
Los cerdos infectados con el aislado MN 184, mostraron, en particular, un aumento
muy répido de la replicacién virica empezando el dia 3 y alcanzando un méximo por
encima de 4,5 logy DICTs/m! el dla 7. Después de alcanzar el nivel maximo, la
viremia de MN 184 disminuyé de forma constante pero mantenia todavia un titulo
significativamente mayor (ensayo t, p<0,05) que todos los demas aislados los dlas 28 y
35. Se observé una tendencia similar en todos los deméds grupos virulentos que
quedaban, en concreto VR2332, JA 142, SDSU 73 y la mezcla (véase, Fig. 1). Los
cerdos infectados con 17198-6 siguieron la misma tendencia general descrita para el
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grupo infectado con MN 184 pero no tan cercana.

Los grupos de cerdos a los que se administraron aislados atenuados
(Ingelvac® PRRS MLV, Ingelvac® PRRS ATP, y Abst-1) siguieron una tendencia
diferente. Mostraron un aumento moderado del titulo de virus empezando después del
dia 3 y que alcanzd un méximo entre los dias 7 y 15 con un titulo de virus mayor que
un log menos que cualquiera de los grupos de exposicion virulenta y varios érdenes de
magnitud menos que el grupo infectado con MN 184. Los titulos observados en estos
grupos de exposicion atenuada después disminuyeron a cero el dia ¢ antes del dia 35
(Véase, Fig. 1).

Cuando se comparan las medias de los grupos después de la segunda
exposicién, hay un aumento grande de los titulos de virus de los grupos atenuados,
mientras que los grupos virulenios muesiran un aumento menor © no muestran
aumento en absoluto. Por ejemplo, Abst-1 tenia un titulo de 3,76 log siete dias
después de la segunda exposicién, mientras que MN 184 tenia un titulo de cero. Los
otros grupos atenuados alcanzaron el nivel maximo tres dias después de la segunda
exposicion, El titulo mas alto obsarvado en cualquiera de los grupos virulentos después
de la segunda exposicién fue log 1,32 vista tres dias después de la exposicidn a JA
142,

Cuantificacién del virus por RT-PCR en tiempo real

Los niveles de viremia también se determinaron por la RT-PCR en tiempo real,
ya que era posible que el crecimiento en células CL2621 no fuera igual para todos los
aislados, y porque la RT-PCR puede ser una medicién més sensible para la viremia
que el cracimiento en células. Como se muestra en la Fig. 2, los grupos de exposicién
virulenta mostraron un aumento notable de la concentracién media el dia 1, y todos los
grupos alcanzaron un nivel méxime por encima de 8 log/ml entre los dias 7 y 15. Las
concentraciones del grupo de exposicién virulenta después fueron disminuyendo
graduaimente durante las siguientes semanas, alcanzando concentraciones inferiores
a 4 log/mi el dia 49,

Los grupos de exposicién a aislados atenuados mostraron un aumento mucho
menos espectacular de la concentracion, que también empezé alrededor del dia 1 y el
titulo medio del grupo nunca alcanzé o superé 7 log/ml (Fig. 2). Las concentraciones
observadas para los grupos de exposicién atenuada se mantuvieron en niveles que
fluctuaban, mostrando un amplio intervalo de valores en las semanas siguientes a la
exposicién. Las fluctuaciones sa debian principalmente a los niveles esporadicamente
altos de un solo cerdo. Los tres grupos de exposicién a aislados atenuados alcanzaron
todos niveles maximos en dias diferentes del estudio. El grupo de Ingelvac® PRRS

ol 'lﬁﬁ_—. --.—-—l




10

15

20

25

35

K2

P10-0084-PCT

-17 -
MLV alcanzé el nivel méximo con una concentracién de 4,31 log/ml el dia 28, el grupo
de Ingelvac® PRRS ATP alcanzd el nivel méximo con 8,58 log/ml el dia 3, y el grupo
de Abst-1 alcanzd el nivel maximo con 6,85 log/ml el dia 35, que era el titulo mas alto
alcanzado por un aislado atenuado (Fig. 2). Ademas, se observd que la concentracién
media de los grupos de aislados virulentos era significativamente mayor (P<0,05) que
la concentracion media de los grupos de aislados atenuados los dias 3 y 15, pero el
dla 49 la conceniraci5Sn media de los grupcs de aislados virulentos era
significativamente menor (P<0,05) que la de los grupos de aisiados atenuados.
Ensayo de HerdChek® PRRS ELISA 2XR

Como se muestra en la figura 3, la respuesta inmunitaria humoral al VSRRP,
medida por las relacién S/P del ensayo de PRRS ELISA HerdChek® 2XR, mostraba
que las medias de los grupos de exposicién a aislados virulentos sublan por encima
del punto de corte de 0,4 para un resultado pasitivo el dia 15. En contraste, las medias
de los grupos de exposicion a aislados atenuados eran negativas y los tres grupos
permanecieron por debajo de 0,4 hasta después del dia 21. Los grupos de Ingelvac®
PRRS MLV y Ingelvac® PRRS ATP mostraron resultados positivos el dia 28, pero el
grupo de Abst-1 no mostrd una relacién S/P media por encima de 0,4 hasta el dia 42.

Comparando la respuesta humoral de los grupos infectados con aislador
virulentos o con la mezcla con los grupos inoculados con aislados atenuados, estaba
claro que la cinética y magnitud de la respuesta de anticuerpos estaba asociada con el
nivel de virernia, en particular entre los dias 14 y 35 después de la infeccién. Esta
observacién estd ademas apoyada por la comelacion entre los niveles de viremia y
respuestas de anticuerpos humorales determinada por comparaciones por parejas de
las relaciones S/P del ensayo de HerdChek® PRRS ELISA 2XR respecto a la titulacién
de virus o la RT-PCR. Las figuras 4 y 5 muestran que la respuesta de anticuerpos
humorales estd muy asociada con la carga virica durante todo el periodo de estudio,
con un coeficiente de correlacién de r=0,858 para la titulacién virica y r=0,794 para la
RT-PCR. Estas asociaciones eran muy significativas (p<0,0001 en cada caso).
Ademads, los aislados atenuados muestran respuestas de anticuerpos y cargas viricas
bajas, mientras que los aislados virulentos muestran respuestas altas.

ELISA aspecifico de protelnas del VSRRP

Para ¢comprender algo mejor la relacién entre las diferencias en los inoculados
de VSRRP y las respuestas inmunitarias humorales, se determinaron los titulos de
anticuerpos contra N, la proteina estructural principal, y nsp 4, una proteasa no
estructural esencial pero minoritaria. La Fig. 8a ilustra que la cinética de la respuesta
de IgG anti-N de la nucleocépside era casi idéntica en todos los grupos de cerdos, con
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un titulo mdximo el dia 28 seguido de una disminucién fuerte en los siguientes dias 7-
14, después de lo cual los niveles se mantuvieron o aumentaron ligeramente entre loa
dias 42 y 49,

La magnitud de la respuesta para cada aislado era similar a la encontrada en
los resuliados del ensayo de HerdChek® PRRS ELISA 2XR, y concordantes con los
niveles de viremia. Los titulos mdximos més bajos el dia 28 se observaron en los
grupos inoculados con aislados atenuados, y el titulo més alto se alcanzé en los cerdos
infactados con el aislado MN 184 muy virulento. E! dia 49 la titulacidn de anti-N era
equivalente en todos los grupos excepto para MN 184 y el de mezcla, lo que sugeria
que la respuesta humoral a MN 184 podia ser cualitativaments diferente. Ademas, sélo
sobrevivieron 5 cerdos al dla 49 en cada uno de estos dos grupos, lo cual se reflejaba
en el mayor emror tipico el dia 49 en el grupo de MN 184.

Como se muestra en la figura 6b, la respuesta de IgG a nsp 4 era
sustanciaimente diferente que a N. No se detectd anticuerpo anti-nsp 4 antes del dia
21, la respuesta global era mucho mas débil, y no se detecté respuesta significativa en
los grupos que recibieron Ingelvac® PRRS MLV y Abst-1. Ademds, la magnitud de la
respuesta anti-nsp 4 no estaba asociada con el nivel de viremia. Las respuestas a VR
2332, JA 142, MN 184, y la mezcla, eran todas equivalentes, con un méximo el dia 28,
seguido de una disminucion al dfa 35, y después aumento otra vez al dia 42, mientras
que la magnitud transcurso del tiempo y duracién de la viremia variaron entre estos
cuetro grupos. La figura 7 ilustra que cuando se examinan los andlisis de mediciones
repetidas, datos para ELISA para nsp 4 comparado con datos de Logq DICTso/ml, se
puede ver que no hay comrelacién entre el nivel de viremia y la respuesta de
anticuerpos humorales a nsp 4. También habla una pequefia respuesta secundaria
después de Ja segunda exposicion el dia 49 al aislado MN 184.

Peso corporal

No habla una diferencia significativa en el peso medio de ninguno de loa grupos
el dia O del experimento (P = 0,098). El dia 49 los cerdos inoculados con el aislado
atenuado Abst-1 tenian el peso medio mas alto, el cual era significativaments mayor
que el de todos los demas grupos excepto el grupo de control (Tabla 3). También, el
dia 49, los pesos medios de todos los grupos de exposicién a aislados virulentos,
excepto el grupo de 17198-8, eran significativamente menores que el grupo de control
(Tabla 3). Los pesos medios de los grupos de exposicion a aislados atenuados
ingelvac® PRRS MLV y Ingelvac® PRRS ATP y el grupo de control, eran
estadisticamente equivalentes (Tabla 3).
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Tabla 3. Pesos corporales medios
Aislado Dia0 Dia 49
VR 2332 6,38' 33,5°
Ingelvac® PRRS MLV 8,56 34 6*
JA 142 6,42 32,7°
Ingelvac® PRRS ATP 6.24 35,0
SDSU-73 6,56 32,9°
Abst-1 6,69 39,4"
MN 184 6,73 23,7°
17198-8 6,38 34,5
Mezcla** 6,51 23,0°
Control £.48 38,4

! Los pesos estan en kg. No habla diferencias significativas en los pesos medios el dia

* Indica pesos estadisticamente equivalentes entre esos grupos el dia 49.

** Mezcla 8s una mezcla qué contiene los ocho aislados.

* Significativamente mayor que todos los grupos excepto que el grupo de control
(p<0,05).

b Significativamente menor que el grupo de control.

¢ Significativaments menor que todos los deméas grupos.

Puntuaciones clinicas

Sea observaron aumentos de las puntuaciones clinicas medias en 8dlo cuatro de
los grupos de exposicién virulenta: JA 142, SDSU 73, MN 184 y la Mezcla. Estas
puntuaciones mas altas se mantuvieron a lo largo de todo el estudio, mientras que el
resto de los grupos, tanto los de exposiciones virulentas como atenuadas, tuvieron
puntuaciones clinicas esencialmente normales durante el periodo del estudio. La tnica
causa principal de cambios en las puntuaciones clinicas medias observadas an este
estudio se produjeron cuando uno o mas animales murieron en el grupo de tratamiento
asociado (Tabla 4).
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Tabla 4. Mortalidad de los cerdos después de la exposicién

Grupo Alslado Mortalidad Dla(s) de Muerte(s}
1 VR 2332 0/10 N/E
2 Ingelvac® PRRS MLV 0/10 N/E
3 JA 142 1110 =10% 17
4 Ingelvac® PRRS ATP 0/10 NE
5 SDSU 73 2/10 = 20% 9,23
6 Abst-1 0/10 NE
7 MN 184 5/10 = 50% 14, 14, 17, 23, 41
8 17108-8 0/10 NE
9 Mezcla™ 5/10 = 50% 12, 18, 17,21, 21
10 Conptroles 2/10° 41,48

VSRRP atenuado 0/30 = 0%

VSRRP virulento 13/60 = 22%

Todas las mueries en ios grupos de tratamiento se atribuyeron a neumonfa Intersticlal no
supurativa moderada o grave debida al VSRRP con infeccidn bacteriana secundaria.

* Muertes afribuidas a neumonla bacteriana sin Implicacién de! VSRRP,

** Mezcla es una mezcla que contiene los ocho aislados.

La gravedad de ia enfermedad clinica estaba muy asoclada con la carga virica
(p<0,001 para la titulacion de virus). Como se muestra en la figura 8, las puntuaciones
clinicas més altas eran para los grupos infectados con MN 184 y la Mezcla. El 50 por
ciento de los cerdos de cada grupo murié, y la titulacion de virus indicd que el nivel de
infeccion era sustancialmente mas alto que para todos los deméas grupos. Las
diferencias de carga virica determinadas por RT-PCR eran menos marcadas (no se
muestran los datos) y la correlacién de los signos clinicos con la carga virica por RT-
PCR era menor que con la titulacibn de virus (r=0,556 frente a r=0,803,
respectivamente). Las puntuaciones clinicas en el grupo 10 (control) aumentaron
después de la muerte de dos cerdos por neumonia bacteriana. Se demostré que
ambos cerdos eran negativos para el VSRRP por tincién inmunohistoquimica de tejido
pulmonar, aislamiento de virus negativo y andlisis por PCR en tiempo real, y la falta
completa de seroconversion por ensayo de HerdChek® PRRS ELISA 2XR o ELISA de
proteinas especificas. Resultados posteriores indicaron que habla varios pattgenos
bacterianos en los animales que murieron inesperadamente durante el estudio, y estas
muertes se atribuyeron de forma probable a infeccién bacteriana secundaria (Tabla 5).

35

s T




10

15

20

25

30

Tabla 5. Causa de la mortalidad después de la exposicién
Causa de la muepte

Cerdo n* Gnupo

983 JA 142

948 Control Neg
083 Control Neg
922 sSDsSu 73
o918 SDSuU 73
873 MN 184
992 MN 184
880 MN 184
a7 MN 184
958 MN 184
978 Mezcla

970 Mezcla

972 Mezcla

985 Mezcla
969 Mezcla

* El informe de diagnostico indicaba "neumonia bacteriana” sin agente espacifico listado.

para los grupos individuales no eran significativamente diferentes, se vio una diferencia
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SRRP y Streptococcus suis

Arcanobacterium pyogsnes y Pasteurella muliocida

A. pyogenes y P. mulfocida
SRRP y neumonia bacteriana*
SRRP y Escherichia coll
SRRP y Actinobacillus suis
SRRP Yy A. suis
SRRP y E.coli
SRRPy E.coli
SRRP y E.coli

SRRP y A. suis
SRRPyV S. suis
SRRPy S. suis
SRRPy S. suis
SRRP y A. pyogenss

Evaluacién inmunohistolégica de los pulmones
Aunque las puntuaciones |HC medias y las lesiones por VSRRP observadas

Dia de Ia muerte

17
41
48
9

23
14
14
17
23
41
12
18
17
21

21

Bo
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significativa comparando las puntuaciones [HC segin la virulencia. Para las

puntuaciones IHC medias y las lesiones por VSRRP véase la Fig. 9 y la Tabla 6.
Tabla 6: Puntuaciones IHC medias basadas en la virulencia

Variable Medla de no | Media de | Valor p de
virulontos virulentos | ANOVA
IHC 2,36 149 <0,0001*

* = Significativo a p < 0,06

Discusién

Un objetivo de estos elemplos era examinar diferentes aislados de VSRRP con
niveles conocidos de virulencia para determinar si habla una relacién con la replicacién
in vivo que se pudiera usar para predecir la virulencia de aislados de VSRRP sin
necesidad de llevar a cabo experimentos de exposicion controlados. Ademads, tenla
interés determinar la relacién entre la virulencia del aislado, los niveles de viremia y la
respuesta de anticuerpos humorales. Finalmente, puede tener interés desarrollar
vacunas contra los aislados de VSRRP que se encuentra que son virulentos usando

los métodos de la presente invencién. Un objetivo seria tener estas vacunas que

P




10

15

20

25

30

35

P10-0084-PCT

-92.

proporcionaran algun grado de proteccion contra otros aislados virulentos; sin
embargo, dicha eficacia cruzada puede no ser universal para todos los aislados de
VSRRP y puede ser necesario el ensayo adicional. Sin embargo, esta claro que la
presente invencién proporciona una hemamienta eficaz para identificar candidatos
principales para el desarrollo de vacunas.

Con el fin de ensayar los aislados de VSRRP en las miasmas condiciones, era
necesario usar dosificaciones de vacunas autorizadas que estuvieran por debajo de la
dosis minima de inmunizacién establecida por el USDA y que no fueran
representativas de una dosis comercial. Ademas, la ruta intranasal de la administracién
de vacunas de MLV usadas en el estudio no estaba de acuerdo con el stiquetado de la
USDA Yy se usd solo para imitar una exposicién méas natural. La dosis comercial tipica
de las vacunas de SRRP vivas modificadas (Ingelvac PRRS y Ingelvac PRRS ATP) es
mucho mayor que la usada en este ensayo experimental. Estas dosis bajas
experimentales de vacuna de SRRP viva modificada no representan la dosificacién y
forma real del producto usadas en la técnica y explican faciimente la respuesta
seroldgica descrita. Usando una dosis de vacuna comercial, los titulos serologicos
medidos por el ensayo de IDEXX serlan detectables sobre el dia 14. En este ensayo
usando tltulos de aproximadamente 3 log, esta respuesta serolégica se retrasaba y era
menor. Esto era de esperar, pero se hizo para asegurar la uniformidad de Ia
administracién de titulos entre los grupos y facilitar el andlisis y la comparacién entre
aislados virulentos y atenuados. Aunque no se aborda especificamente en este
ejemplo, es probable que el efecto de la dosis sea mucho méas significativo para un
virus atenuado o menos virulento que para un virus de campo virulento que puede
crecer rapidamente y recuperarse por encima de 4 log/ml en el suero del cerdo en los
siguientes 3-7 dias de exposicidn. La dosis comercial intramuscular recomendada més
alta da relaciones S/P en el ensayo de HerdChek® PRRS ELISA 2XR mayores que el
valor de corte de 0,4 a los 14 dias después de la vacunacién que es la mitad del
tiempo observado para las dosis usadas en este estudio (Roof et al., 2003). La dosis
nominal usada en este estudio, 2 x 10 DICT5, por animal, produjo 50% de mortalidad
en los grupos que recibieron el aislado MN 184 y respuestas anti-nucleoccapside en
todos los grupos. No se ensayaron dosis mayores puesto que una mortalidad excesiva
en los grupos expuestos a aislados muy virulentos habria comprometido los objetivos
de este estudio. Ademés, estudios previos no hablan mostrado diferencias de signos
clinicos y viremia en cerdos jévenes inoculados con aisiado VR2332 con dosis de 10?2,
10y 10*2 DICT s, por animal.

Los resultados tanto de Logye DICTs¢/ml como los resultados de la RT-PCR en
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tiempo real mostraron que los niveles de viremia variaban significativamente entre los
grupos después de la expasicidn al VSRRP. Esto indica que |a tasa de crecimiento del
VSRRP en los cerdos es una caracteristica fenotipica de los virus independiente de la
posible variacion de la susceptibilidad de los cerdos a la infeccién. Ademas, la
atenuacién del VSRRP por adaptacién al crecimiento en células CL2621 redujo no solo
su capacidad de crecimiento en cerdos, sino que también alterd la cindtica de la
replicacion virica de modo que la viremia méxima se producla mas tarde. Chang et al.
(2002) hicieron una observacion similar y mostraron que incluso un periodo limitado de
pase en cultivo celular del aislado de VSRRP moderadamente virulento VR 2332
reducia el crecimiento virico en los cerdos y retrasaba significativaments el tiempo para
alcanzar la viremia maxima. Sin embargo, un retraso de tiempo para alcanzar la
viremia médxima no es un diagnéstico para el pase en cultivo celular in vitro o para la
atenuacién, pussto que el aislado 17198-8 muy virulento también mostréd un retraso de
tiempo para sicanzar la viremia méxima.

En conjunto, los aislados virulentos mosiraron niveles de viremia
sustancialmente mayores en el suero que los aislados atenuados con dosis
equivalentes de inoculacién. Por sjemplo, el titulo de virus més alto observado en
cualquier de los grupos de exposicion a aislados atenuados fue 1,22 log el dia 15 en
cerdos a los que se les habia dado Ingelvac® PRRS ATP, mientras que el titulo mas
bajo de cualquier grupo virulento el dia 15 fue 2,40 log en el grupo de SDSU 73. El
méximo de viremia los dias 3-7 y los niveles de virus detectados (todos >3,5 log/ml)
eran bastante uniformes entre los aisiados de VSRRP virulentos, aunque para MN 184
eran significativamente mayores en magnitud y duracién, con titulos de virus todavia
presentes los dias 28 y 35. Esto apoya el concepto de que los aislados de VSRRP muy
virulentos se replican a un titulo sustancialmente mayor in vivo de los que lo hacen los
aislados atenuados o poco virulentos, pero no establece una relacion cuantitativa
directa entre el nivel de virulencia y el nivel o |la tasa de crecimiento in vivo entre los
VSRRP de tipo salvaje (Haynes et al. 1987). Los grupos mostraron una amplia
variedad de proteccién desde la segunda exposicion con el aislado MN 184. Por
ejemplo, no se detectaron virus en el grupo de MD 184 o de Mezcla, los cuales
recibieron ambos el aislado MN 184 inicialments. Puede verse que Abst-1 confiere muy
poca proteccién después de exposiciéon a MN 184. Estas observaciones confirman
mas el conceplo de que la exposicion homéloga confiere mas proteccitn que la
exposicién heteréioga. La exposicién virulenta homéloga era mds protectora yla
exposicién virulenta heterbloga era menos protectora, pero todavia més protectora que
la exposicién atenuada heterdloga.
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Los resuitados de la RT-PCR en tiempo real eran estadisticamente muy
similares a los resultados de Logsp DICTsy/ml, indicando que ambos métodos miden los
niveles relativos de virus infaccioso entre los grupos. El coeficiente de correlacién de
Pearson entre la RT-PCR y Log, DICTss/ml el dia 7 era 0,89 y para la RT-PCR en
tiempo real y Logyw DICTs/ml medios el resultado era 0,88. Los valores de
concentracién determinados por la RT-PCR en tiempo real pueden haber sido varios
érdenes de magnitud mayores que los valores de logi DICTs/ml por varias razones,
incluidas las diferencias entre la frecuencia de particulas viricas que contienen el
amplicdn objetivo y particulas que son totalmente infecciosas en células CL2621, y la
presencia de anticuerpos neutralizantes que podla disminuir la infectividad (Dianzani et
al., 2002). Sin embargo, no as probable que el anticuerpo neutralizante explique la
diferencia, porque se observé en todos los puntos de tiempo, incluidos los tiempos
anteriores a los cuales se habia producido una respuesta de anticuerpos ant-VSRRP.

Los valores de copias/ml determinados por la PCR en tiempo real eran mayores
que los valores de los titulos de agente infeccioso medidos en cultivo celular por la
DICTs/ml. Esto se debe a que habitualments se usa una curva patrdn basada en las
copias de genoma del virus para la PCR cuantitativa que amplifica directamente una
secuencia genémica del virus més que viriones infecciosos conocidos. Los ensayos
biclogicos tales como el cuiltivo celular miden la presencia de infectividad, sin embargo,
pueden no contar todas las particulas infecciosas presentes en una preparacién. En
otros estudios se han observado factores que podian afectar al titulo de agenie
infeccioso tales como las condiciones del cultive celular y los anticuerpos in vivo, que
pueden neutralizar el virus, que calculan demasiado bajo la cantidad de virus
infeccioso medido en la DICTs/ml en los sueros. Alternativaments, pueden
encontrarse presentes virus no infecciosos o defectuosos en la replicacién, lo cual se
reflejaria por un niimero de copias més alto.

En general, las observaciones por ELISA apoyan el concepto de que la
magnitud de la respuesta inmunitaria humoral estd relacionada con el nivel de
replicacién virica durante la infeccién aguda. La tendencia indicada en las figuras 4 y 5
ilustra esta relacién. Los aislados de virus atenuados en cuitivo celular provocaron una
respuesta inmunitaria humoral més lenta y menos intensa, mientras que los aislados
virulentos provocaron una respuesta inmunitaria humoral més rapida y mds intensa.
Ademas, estas observaciones también demuestran que al menos dos factores, el tipo
de aislado y la dosis infecciosa, afectan a los valores de la relacién S/P relativos, en el
ensayo de HerdChek® PRRS ELISA 2XR. Aunque los resultados de ELISA mostrados
en la figura 3 indican una respuesta media del grupo positiva o negativa clara, es
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importante sefialar la variabilidad entre los animaies individuales. Algunos cerdos en
los grupos de virus atenuados eran positivos antes del dia 21, y aigunos cerdos an los
grupos virulentos permanecian negativos hasta el dia 21.

Los andlisis de las respuestas de anticuerpos especificas para N y nsp 4
muestran que las respuestas inmunitarias al VSRRP varian de intensidad de forma
independiente del aislado inocuiado. Las respuestas de anticuerpos a la proteina N en
los animales que se inocularon con los aislados muy virulentos MN 184 y JA 142
mostraron una tendencia similar a las de todos los aislados, pero de una magnitud
mayor. Los cerdos a los que se inoculd MN 184 y JA142 también tenlan los titulos de
virus mas altos, como se muestra en las figuras 1 y 2. Esto indica que el nivel de
respuesta inmunitaria humoral puede estar relacionada con la carga virica en la
infeccién aguda medida por la fitulacién de virus. Es interesante, que el transcurso del
tiempo de la respuesta era el mismo en todos los grupos, incluso cuando el tiempo
para alcanzar el titulo maximo se retrasaba para el aislado muy virulento 17198-8 y los
aislados atenuados. En contraste, la respuesta de anticuerpos a nsp 4 era baja en
todos los puntos de tiempo y para todos los aisiados, tanto atenuados como virulentos.
El transcurso del tiempo de la respuesta anti-nsp 4 era equivalente en todos los grupos
a pesar de las diferencias en el tiempo para alcanzar la carga virica méxima entre los
grupos, como se observaba para la respuesta de anticuerpos anti-N. Todos los cerdos
tenian respuestas anti-nsp 4 bajas como se muestra en la figura 7.

Estas observaciones indican que algunas de las proteinas del VSRRP
provocan una respuesta mas fuerte en el sistema inmunitario del hospedante
independientemente de la virulencia del aislado al que se ha expuesto. Sin embargo,
las observaciones también indican que la magnitud de la respuesta inmunitaria a las
protelnas mas inmunégenas es probable que estd relacionada con la virulencia del
aisiado al que se expone, o de la capacidad del aislado para replicarse in vivo.
Tambien es posible que las diferencias de respuestas de anticuerpos puedan deberse
simplemente a diferencias genéticas entre los aislados que dan como resultado
diferencias de reactividad antigena, de modo que los anticuerpos dirigidos contra N y
nsp 4 de ofros aislados no reaccionan o reaccionan mal a las proteinas recombinantes
expresadas por los VR322 aislados que se usaron para revestir las placas de ELISA.
Sin embargo, varias series de prusbas sugisren que las diferencias observadas en los
niveles de anticuerpos reflejan respuestas inmunolégicas importantes. El aislado MN
184 muestra la diferencia genética mayor respecto a VR2332, determinado por
comparaciones del ORF 5, asl como la respuesta de anticuerpos anti-N mas alta.
Kapur et al. (1896) mostraron previamente que las diferencias relativas entre los
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aislados de VSRRP en un marco de lectura abierto también estédn presentes en otros
marcos de lectura abiertos. Ademas, las protelnas individuales contienen regiones
conservadas y no conservadas (p.ej. Kapur et al., 1898) y se puede dirigir a reactividad
inmunégena extensa hacia los epltopos conservados (Ostrowski et al., 2002). No
obstante, a los resultados de ELISA basados en las reacciones de los anticuerpos con
las proteinas del VSRRP purificadas les pueden afectar la variacién genética y
antigena, y estos efectos deben considerarse. Se llevé a cabo el replagado de las
proteinas recombinantes, pero no se observaron diferencias entre las placas de ELISA
revestidas con proteinas no replegadas o replegadas.

Se observd que aproximadamente a las 4 a 5 semanas después de la
inoculacién, se producla una disminucién relativamente grande de la respuesta de
anticuerpos a las proteinas tanto N como nsp 4. Foss et al. (2002) observaron un
méximo similar de 1 a 2 semanas seguido de una disminucién de la reactividad de los
anticuerpos para GPS, la glicoprotelna principal de la envuelta. Estas observaciones
consideradas juntas sugieren que es probable que la respuesta a proteinas viricas
individuales no represente el escenario completo de la respuesta inmunitaria del cerdo
al VSRRP, puesto que la respuesta inmunitaria humoral medida por el ensayo de
HerdChek® PRRS ELISA 2XR no muestra un méximo transitorio similar de la
reactividad de los anticuerpos.

El crecimiento y mortalidad menores era lo que comelacionaba la virulencia y la
tasa de crecimiento virico in vivo. El peso medio més bajo observado en los grupos de
exposicion a aislados virulentos es probable que reflejara una diferencia en la
capacidad de un aislado de VSRRP para replicarse in vivo e inducir una enfermedad
més grave en el cerdo. Estas observaciones son concordantes con los datos
previamente descritos de que la infeccién por VSRRP puede producir anorexia con una
reduccién de 25 a 40 por ciento de reduccién en la ganancia de peso diaria (Thacker,
2003). Las puntuaciones clinicas de los animales expuestos a los aislados virulentos
mostraron aumentos répidos justo después de la inoculacién, mientras que no hubo
practicamente cambio en las puntuaciones de los animales expuesios a virus
atenuados. El aumento de los signos clinicos se reflejé en las tasas de muerte
observadas de 50%, 20% y 10% en los grupos de exposicién virulenta que recibieron
los aislados de VSRRP MN 184, SDSU 73 y JA 142, respectivamente. En contraste,
los grupos de exposicibn atenuada no tuvieron muertes. La relacidn entre el
crecimiento virico rdpido y la patogénesis virica en las mismas condiciones de
exposicidn virica era la més evidente comparando los grupos expuestos a MN 184 y
Abst-1. Los titulos de inoculacién eran précticamente los mismos, 4,10 log/ml y 4,18
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log/ml, respectivaments, y ademas, como se indicaba en la figura 8, no habia
diferencias notables en la forma en la que los dos aislados afectaban a los cerdos.El
aislado Abst-1 era casi inerte, apenas se replicaba in vivo y no producla signos
clinicos. En contraste, el aislado MN 184 se replicaba a titulos extremadamente altos in
vivo y producia signos clinicos graves, que daban como resultado la muerte de 50% de
los animales expuestos. También es de notar que el grupo de cerdos expuesto a la
mezcla de todos los aislados de virus mostré aproximadamente las mismas respuestas
virolégicas, clinicas e inmunoldgicas que los cerdos expuestos a MN 184, Este
resultado indica que los virus que se replican més rapidamente en una infeccién mixta
es probable que compitan con otros aislados de modo que el resultado neto sea
esencialmente el mismo que en una infeccién con el aislado individual que tiene el
potencial de crecimiento mas alto.

Las diferencias destacadas in vivo entre los aislados de VSRRP virulentos y
aislados arroja luz sobre la relacién entre la virulencia de un aislado y su crecimiento y
replicacién in vivo. Cuando se administran a los cerdos dosis equivalentes, los aislados
mas virulentos muestran titulos de Logy, DICTs/ml y concentraciones por RT-PCR que
son exponenciaimente més altas que las de los aislados atenuados. Los aislados
virulentos inducen una respuesta inmunitaria humoral méas répida e intensa. Los
aislados virulentos afectan negativamente a la ganancia de peso e inducen tasas de
muerte mayores y signos clinicos més graves comparados con los aislados atenuados.

Como conclusién, los ejemplos y ensaycs en la presente solicitud indican que los
aislados de VSRRP atenuados y virulentos inducen signos clinicos notablemente
diferentes, asl como respuestas inmunitarias que difieren en intensidad. Estas
diferencias se atribuyen a la capacidad de los virus para replicarse in vivo, una
caracteristica fenotipica que se puede medir cuantitativamente en las muestras de
suero y se puede desarrollar para predecir la virulencia de los aislados de VSRRP.

EJEMPLO 2

Este ejemplo proporciona varios métodos de atenuacion de aislados de
VSRRP, asi como su inclusién en composiciones inmundgenas.

Materiales y métodos:

Se formula una prepanacion de vacuna incorporando un virus vivo modificado o
atenuado para la inmunizacitn de cerdos frente a la infeccién por el virus de SRRP. EI
VSRRP para la preparacién de la vacuna se propaga en la linea celular continua MA-
104, preferiblemente ATCC n® CL2621. La linea celular se hace crecer en matraces
que contienen MEM, a los que se ha afladido suero de temero fetal al 10%. EI pH del
medio se ajusta a aproximadamente 7,2 y se incuba a aproximadaments 37°C. Las
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células después se inoculan con el virus por adicién de aproximadamente 1 ml de un
indculo congelado al medio liquido. Se deja que el virus se absorba en las células
durante 24 horas. En este momento, el medio de cracimiento se cambia a un medio de
mantenimiento que consiste en MEM al que se le ha afiadido suero de temero fetal al
4%, pH 7.86. El entomo preferiblemente estd entra 35-37°C. El virus se deja crecer
hasta que el 50% de la lamina de células MA-104 es destruida por el virus. Después la
muestra se vuelve a congelar y se prepara para el pase a otro matraz de células MA-
104. Este procedimiento se continta a lo largo de 25 pases del virus en la linea celular.
Después el virus se propaga otras 12 veces a aproximadaments 31°C, frente a los 35-
37°C, usando la misma técnica descrita antes. El 12° pase se congela en partes
alicuotas pequeiias y se designa como al virus semilla original.
A continuacién se exponen los detalles del método preferido.
. Medio:

a. Medio asencial minimo da Eagle (MEM) de JRH Biosciences, n® 200-
2041

b. Suero de ternero fetal (FCS) de JRH biosciences

¢. Medio de crecimiento para siembra de células-MEM+suero de
ternero fetal al 10%

d. Medio de mantenimiento-MEM + suero de temero fetal al 4%

e. Tripsina-Versane IX

f. Solucién de bicarbonate de sodio al 5% o saturada

ll. Cultivo celular
Linea celular usada: MA-104 (Células de rifidbn de mono verde africano
mantenidas con 20 niveles de pases (pases 58-78))
Ill. Equipamiento
matraces de cultivo tisular de 75 cm
Incubador ajustado a 35-37°C.
Incubador ajustado a 3°C.
Centrifuga
IV. Método usado para atenuar el virus VSRRP hecho crecer a 25-37°C.
A. Preparacion de la cepa en cultivo tisular:
botellas de cepa de 75 cm? de MA-104 que tenfan de 5 a 7 dias se reparten 1:4
de la siguiente forma:
a. Se apartan todos los medios (50 ml por botella).
b. La lamina de células se elimina usando 10 ml de tripisina-Versene
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por incubacion a 37°C durante 5-10 minutos.

c. Se sacan las células de la botella y se centrifugan a 270xg durante 5-
10 minutos.

d. Se decanta el liquido sobrenadante y s& vuelven a suspender las
células en 5-10 ml de medio de crecimiento (MEM FCS al 10%).

e. Se ponen todas las células en 200 ml de MEM FCS al 10% que
despuds se dispensa en cuatro botellas de 75 cm, 50 ml por botella para una reparto
1:4. Después las botellas se mantienen a 35-37°C hasta que sean necesarias
(también se puede hacer sin CO.).

f. Las botellas que tenlan 3 ¢ 4 dias que hablan formando una lémina
de células entera ahora estdn listas para usar.

g. Se ajusta el pH de 50 m! de medio en el matraz a pH 7,2 y después
se afiade 1 ml de virus al medio y el matraz se pone a 35-37°C. (también se puede
hacer sin CO,).

h. Después de 24 horas, se descarta el medio y el matraz se vueive a
alimentar con 50 ml de MEM FCS al 4%, pH 7,6, y se vuelve a poner a 35-37°C.

i. 24 horas después de cambiar este fluido, que se podia mostrar por el
ECP, y cuando hay 50-60% de agujeros en la ldmina de células, se congela.

j- Se descongela la botella anterior y se toma 1 ml de este fluido y se
pasa a una botella nueva de 75 cm como se ha listado antes para hacer el siguiente
pase de virus,

Este procedimiento anterior se lleva a cabo un total de 25 veces, con el crecimiento
a 35-37°C.

Método usado para atenuar el virus VSRRP hecho crecer a 31°C. Los virus
pasados 25 veces a 35-37°C se usan para hacer el pase 1 para el virus hecho crecer a
31°C.

A. Preparacién de la cepa en cultivo tisular:
botellas de cepa de 75 cm® de MA-104 que tenlan 5 a 7 dias se reparten 1:4 de
la siguiente forma:

a. Se apantan todos ios medios (50 mi por botella).

b. La lamina de células se elimina usando 10 ml de tripisina-Versene
por incubacién a 37°C durante 5-10 minutos.

c. Se sacan las células de la botella y se centrifugan a 270xg durante 5-
10 minutos.

d. Se decanta el liquido sobrenadante y se vuelven a suspender las
células en 5-10 ml de medio de crecimiento (MEM FCS al 10%).
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e. Se ponen todas las células en 200 ml de MEM FCS al 10% que
después se dispensa en cuatro botellas de 75 cm, 50 ml por botella para una reparto
1:4. Después las botellas se mantienen a 35-37°C hasta que sean necesarias
(también se puede hacer sin CO,).

f. Las botellas que tenfan 3 ¢ 4 dias que habfan formando una lémina
de células entera ahora estan listas para usar.

g. Se ajusta el pH de 50 ml de medio en el matraz a pH 7,2 y después
se aflade 1 ml de virus al medio y el matraz se pone a 31°C. (también se puede hacer
sin CO,).

h. Después de 24 horas, se dascarta el medio y el matraz se vueive a
alimentar con 50 ml de MEM FCS al 4%, pH 7,8, y se vuelve a poner a 31°C.

i. 24 horas después de cambiar este fluido, que se podia mostrar por el
ECP, y cuando hay 50-80% de agujeros en las laminas de células, se congelan.

i- Se descongela la botella anterior y se coge 1 ml de este fluido para
hacer el siguiente pase del virus SIRS VR-2332.

Este procedimiento anterior se leva a cabo un total de 12 veces, a 31°C. El
pase 12° de virus hechos crecer a 31°C se designa como el virus semilla original para
la produccién de vacuna.

Atenuacion del virus del SRRP por delecién génica

Un experto en la técnica puede atenuar el VSRRP por el método convencional
de deleci6én génica. En general, este método implica la delecién de un gen que codifica
los fenotipos virulentos del virus. Dicho método se puede adaptar de referencias tales
como Elbers et al. (solicitud de patente de EE.UU. n® 20020012870) o Schall et al.
(patente de EE.UU. n® 6.740.324), cuyas enseifianzas y contenidos se incorporan por
referencia an esta memoria.

Alenuacion del virus del SRRP por mutacion sensible a la temperatura

Un experto en la técnica también puede atenuar el VSRRP por el método
convencional de mutacién sensible a la temperatura. En general, este método implica
producir una mutacién que limita el intervalo de temperatura en el que el virus es
activo. Por ejemplo, el método de Skiadopoulos et al., “identification of Mutations
Contributing to the Temperature-Sensitive, Cold-Adapted, and Attenuation Phenotypes
of the Live-Attenuated Cold-Passage 45 (cp45) Human Parainfluenza Virus 3
Candidate Vaccine®, 73 No. 2 Joumal of Virology 1374, (February 1999) se puede
adaptar para usar con el VSRRP. Las ensefianzas y el contenido de Skiadopoulos et
al. se incorporan por referencia en esta memoria.

Atenuacion dsl virus del SRRP por generacion de un clon infeccioso
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Un experto en la técnica pueds atenuar el VSRRP por el método convencional
de generacién de un clon infeccioso. Este método en general implica la creacién de un
clon de ADNc de longitud completa del genotipo virico deseado, siendo este clon
también virulento en los animales objetivo. Por ejemplo, el método de Nielson &t al.,
“‘Generation of an infections Clone of VR-2332, a Highly Virulent North American-Type
Isolate of Procine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus®, 77 Joumal of
Virology 3702 (Mar. 2003), se puede adaptar para una versién stenuada de! VSRRP.
Las ensefianzas y el contenido de Nielson et al. se incorporan por referencia en esta
memoria.

Atenuacion del virus del SRRP por insercién génica

Un experto en la técnica también puede atenuar el VSRRP por el método
convencional de ingercién génica. Este método en general implica la insercién de un
gen an el virus, qua inhibe los fanotipos patégenos de dicho virus. Por ejemplo, el
método de Schall et al. (patente de EE.UU. n* 6.740.324) se puede adaptar para una
version atenuada del VSRRP. Las ensefianzas y el contenido de Schall et al. se
incorporan por referencia en esta memoria.

Atenuacion del virus del SRRP por sustitucion

Un experto en la técnica también puede atenuar el VSRRP por los métodos
convencionales de sustitucién de codones y pares de bases. En general, la sustitucion
de codones ¢ pares de bases implica la sustitucién de un codén o par de bases por un
codén o par de bases diferente, de modo que ahora el nuevo gen virico codifique una
proteina que limite la patogenicidad del virus. Por ejemplo, el método de sustitucion de
codén de McAuliffe et al., "Codon Substitution Mutuations at Two Positions in the L
Polymerase Protein of Human Parainfluenza Virus Type 1 Yield Viruses with a
Spectrum of Attenuation In Vivo and increased Phenotypic Stability In Vitro®, 78 Jounal
of Virology 2029 (February 2004) se puede sdaptar para crear un método de
sustitucion génica para atenuar el VSRRP. También, Hurrelbrink y McMinn,
"Attenuation of Murray Valley Encephalitis Virus by Site-Directed Mutagenesis of the
Hinge and Putative Receptor-Binding Regions of the Envelope Protein®, 75 Joumal of
Virology 7692 (August 2001) y Elbers et al. (solicitud de patente de EE.UU, n°
20020012670) proporcionan métodos de sustitucién de pares de bases que se pueden
adaptar para crear un aislado de VSRRP atenuado. Las enseflanzas y contenidos de
McAuliffe et al., Hurrelbrink y McMinn, y Elbers et al. se incorporan por referencia en
esta memoria.

Alenuacién del virus del SRRP mediante el uso de construcciones de SRRP
quiméricas
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Un experto en la técnica también puede atenuar el VSRRP por el método
convencional de construcciones quiméricas. En general, una construccion quimérica
es una que contiene genes de una especie diferente con el fin de inducir una respuesta
antigena en una célula hospedante. Por ejemplo, dicha construccion se puede crear
adaptando el método de Harris et al. (solicitud de patente de EE.UU. n® 20040157307)
para crear una construccidn quimérica con genes de SRRP.

Incorporacién de aislados de virus del SRRP alenuados en composiciones
inmunoégenas.

Despuéds de atenuar los nuevos aislados, preferiblemente por uno de los
métodos indicados antes, los aislados atenuados se pueden incorporan en
composiciones eficaces para proporcionar una respuesta inmunitaria frente a aislados
virulentos del virus del SRRP. En formas preferidas, dichas composicionas
proporcionardn a un animal que recibe una cantidad eficaz de la composicién,
inmunidad protectora contra la infeccibn de SRRP. Dicha inmunidad profectora
reducira |la gravedad de los signos clinicos de la infeccion de SRRP en los animales
vacunados que paosteriormente se exponen o son infectados por un aislado de vinus del
SRRP virulento. Preferiblemente, dichos signos clinicos se prevendran por la
administracién de una cantidad eficaz de la composicién inmundgena o vacuna. En
algunas formas, los aislados de virus del SRRP atenuados se usardn para producir
una vacuna de virus vivos modificados, en la que se usan aislados atenuados en
estado vivo en las composiciones inmundgenas. En otras formas, los aisiados
atenuados se matardn o inactivardn antes de incorporarios en las composiciones
inmunégenas.
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REIVINDICACIONES:
1. Un método para predecir la virulencia de un aislado de virus del SRRP

de virulencia desconocida, que comprende las etapas de administrar una cantidad de
dicho aislado de virus del SRRP a cerdos sin SRRP, permitiendo que el virus se
replique en dichos cerdos durante un periodo de aproximadamenta 3-15 dias, midiendo
la tasa de cracimiento del virus y/o la magnitud de la viremia durante dicho periodo, y
comparando dicha tasa de craecimiento o magnitud de la viremia con la tasa de
crecimiento y/o magnitud de la viremia de un aislado de virus del SRRP de virulencia
conocida como un indicador de la virulencia del aislado de virus del SRRP de virulencia
desconocida.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho periodo es de
aproximadamente 3 a 7 dlas.

3. El método de la reivindicacién 1, que incluye la etapa de medir Ia
magnitud de la viremia durante dicho periodo, y comparar dicha magnitud con la
magnitud de la viremia de dicho aislado de virus del SRRP conocido.

4, El método de la reivindicacién 1, en el que dicha cantidad de virus
administrada es similar a la cantidad que recibiria un animal por exposicion natural.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho virus del SRRP se
administra por un método seleccionado det grupo que consiste en administracién oral,
infranasal, intramuscular, intra-ganglio linfético, intradémica, intraperitoneal,
subcutdnee, y sus combinaciones.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que dicha tasa de crecimiento o
magnitud de |a viremia se miden en una muestra biolégica de dicho cerdo.

7. El método de la reivindicacién 1, en el que dicha viremia se mide por el
Log10 DICT50/mI, reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa,

ELISA especifico para SRRP, ELISA especifico para proteinas de SRRP, y sus
combinaciones.

8. El método de la reivindicacién 1, que ademés incluye la etapa de
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observar en dicho cerdo los signos clinicos de infeccion de SRRP después de
administrar dichos aislado de virus del SRRP.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que dichos signos clinicos
incluyen signos respiratorios, de comportamiento, toses y sus combinaciones.

10. El método de la relvindicacidn 1, que ademas incluye la etapa de
pradecir que el aislado de virus del SRRP serd muy virulento cuando su tasa de
crecimiento o la magnitud de la viremia son similares a las de un aislado con virulencia
alta.

1. E! método de la reivindicacién 1, que ademas incluye la etapa de
predecir que el aislado de virus del SRRP serd poco virulento cuando su tasa de
cracimiento o la magnitud de la viremia son similares a las de un aislado con virulencia
baja.

12. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha cantidad administrada
de virus del SRRP es de hasta aproximadamente 5 ml de indculo que tiene una
concentracion virica de hasta 5,0 Log;o DICTs/ml.

13. Una composicién inmunégena que comprende un aislado de virus del
SRRP atenuado y un vehiculo farmacoldgicamente compatible, seleccionandose dicho
aislado atenuado del grupo que consiste en Abst-1 y formas atenuadas de un virus del
SRBP que se ha predicho que es virulento por el método de la reivindicacién 1.

14, La composicién de la meivindicacién 13, en la que dicho alslado
atenuado es Absi-1.

15. L.a composicién de la reivindicacién 13, en la que dicho virus del SRRP
que se ha predicho que es virulento por el método de la reivindicacion 1, se selecciona
del grupo que consiste en ATCC VR-2332, ATCC PTA-8504, ATCC PTA-8318, ATCC
PTA-6321, y ATCC PTA-68322.

18. Un método de seleccidn de un aislado de virus del SRRP para stenuar e
incluir en una composicién inmundgena, que comprende las etapas de:
a) obtener un aislado de virus del SRRP de virulencia desconocida;

©2

P |




10

15

20

25

P10-0084-PCT
-38-

b} administrar una cantidad de dicho aislado de virus del SRRP a un cerdo
que no tiene SRRP;

c) dejar que dicho aislado se replique en al cerdo durante un periodo de
aproximadamente 3-15 dlas;

d) medir la tasa de crecimiento del virus y/o la magnitud de la viremia
durante dicho periodo;

a) comparar dicha tasa de crecimiento 0 magnitud de la viremia con ia tasa

de crecimiento y/o magnitud de la viremia de un aislado de virus del SRRP de
virulencia conocida; y

f) seleccionar un aislado para atenuar e incluir en una composicién
inmunégena baséndose en su tasa de crecimiento y/o su magnitud de la viremia
comparado con los aisiados de virulencia desconocida.

17. El método de la reivindicacion 16, en el qua la etapa (f) ademas incluye
la etapa de seleccionar un aislado que tiene una tasa de crecimiento y/o magnitud de
la viremia similar a un aislado muy virulento.

18. El método de la reivindicacién 16, que ademés incluye la etapa de
atenuar el virus seleccionado.

19. El método de la reivindicacion 18, en el que dicho virus se atenia por un
método seleccionado del grupo que consiste en pases seriados repetidos en cultivo

celular, insercién génica, cambio génico, delecién génica, sustitucién de par de bases y
mutacién sensible a la temperatura.

20. El método de la reivindicacién 18, que ademas incluye |a etapa de incorporar
dicho virus seleccionado en una composicién inmunégena.
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RESUMEN

Se proporciona un método para predecir la virulencia de un aislado de virus del
SRRP nuevo o sin caracterizar, en el que el aislado se inyecta en un cerdo y se deja
replicar durante un periodo de 3-15 dias. Durante este periodo, se determinan la tasa
de crecimiento del virus y/o la magnitud de la viremia, y estos datos se comparan con
la correspondiente tasa de crecimiento y/o magnitud de la viremia de un aislado de
virus del SRRP de virulencia conocida, como medida de la virulencia del aislado nuevo
o sin caracterizar. Ademés, también se proporciona un método para seleccionar un
aislado para incluir en una composicién inmunédgena, basado en la virulencia predicha,
junto con composiciones que incorporan formas atenuadas de virus que se ha predicho
que son virulentos.
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Figura 9: Media de puntuaciones ICH
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de virus del SRRP de virulencia desconocida, que comprende
las etapas de administrar una cantidad de replique en dichos
cerdos durante un perdodo de aproximadaments 3-15 dlas,
midiende la tasa de crecimiento del virus y/o la magnitud de la
viremia durante dicho periodo y comparando dicha iasa de
cracimiento o megnitud de la viremia con la tasa de
crecimiento y/o magnitud de un aislado de virus de! SRRP de
virulencia conocida como un indicador de la virulencia del
aislado de virus SRRP de virulencia desconocida.

2 El método de la reivindicacién 1, en el que dicho
periodo es de aproximadamente 3 a7 dlas.

3 El método de relvindicacion 1, que incluye la etapa
de medir Ia magnitud de la viremia durante dicho periodo, y
comperar dicha magnitud con la magnitud de la viremia de
dicha aislado de virus del SRRP conocido.

4, El método de la reivindicacién 1, en el que dicha
cantidad de virus administrada es similar a la canfidad que
recibiria un animal por exposicién natural.

{54) Titulo: AISLADOS DE VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTIVO Y RESPIRATORIO PORCINO Y METQDOS DE USO
-
REIVINDICACIONES 5. El méindo de la relvindicacién 1, en el que dicho
virus del SRRP 88 adminisfra por un método seleccionado del
1. Un método para predecir la virulencla de un aislado

grupo que consiste en administracidn oral,  Intranasal,
inframuscular,  Inira-panglio  linfético,  intradémica,

intraperitoneal, subcuténea, y sus combinacionas.

6. El méiodo de la relvindicacién 1, en el que dicha
tasa de ecimiento o magnitud de la viremia se miden en una
muestra biolégica de dicho cerdo.

1. El método de la relvindicacion 1, en el que dicha
viremia s mide por el Log10 DICT50/mI, reaccién en cadena
de [a polimerasa con transcriptasa inversa, ELISA especifico
para SRRP, ELISA especlfico para protelnas de SRRP, y sus
combinaciones.

8. £l método de la relvindicacion 1, que ademas incluye la
otepa de observar en dicho cerdo los signos clinicos de
infeccién de SRRP después de sdminisirer dichos sislados de
virus del SRRP.

9. E! mélodo de la reivindicacion 8, en af que dichas
signos clinicos incluyen signos  respiratorics, de
comportamiento, toses y sus combinaciones.

2 o
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SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION - [»/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
4 Indicacion de que se solicita la concesién-de una patente - ; . [
4 Datos de identificacion del sollcitante.o de la persona que presenta la solicitud [ /
€ Descripcién de la invencién
¢ ' Dibujos de ser estos pertinentés
¢ Comprobants de,pago de las tasas establacidas [
COMPLETA | " INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

. ¢ Indicacion de que.se sollc:ta el registro de Disefip Industrial [ 1

4 Datos de identificacion del solicitante o de ia persona que presenta-a solicitud [ ]

¢ Representacion grafica’y fotografica del Dtseﬂo Industrial 0 ‘muestra del [}
material que Incorpora e} disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas; []

COMPLETA [ ] : INCOMPLETA [ }

ESQUEMA DE TRAZADQ | ]

1

¢ Indicacién de-que se sollcita ol reglstro de un Esquema de Trazado [.
¢ Datos de identificacién delsolicitante 0 de la persona que presenta la solicitud [
¢ Representacién gréfica del esquema trazado [-
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas! [-

]
]
}
I
]

—— — —— -

COMPLETA [ INCOMPLETA [

Firma Responsable
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDEMNCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Bogoté,
2020
Doctor (a)

FERRERO EMILIO
Apoderado(a) y/o Representante de
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

REFERENCIA Radicacién No. 7 28053
Solicitud internacional pct/us2005/033760
Fecha iniclo fase nacional 21/04/2007

Trimite 11
Evanto 378
Actuacién 430

-
Oficio ¥o. Juw 5“34

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la DecisiSn 486 de la Comipifn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La &solicitud po contiene la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante 0 a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

2. Debe aclarar el niimero de la prioridad de fecha 20/09/2005 por cuanto difiere de
las citadas en la publicacifén internaciomal.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, se la
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la seollicitud se
considerard abandonada y perderi su prelacidm.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
@), del capitulo quinto gel titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciém lista da
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