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VACUNAS CONTRA EL REOVIRUS AVIAR

DATOS DE LA SOLICITUD DE CONTINUACION

La presente solicitud reivindica el beneficio
de la Solicitud Provisional de los EE.UU. No. de Se
61/932,995, presentada el 29 de enero de 2014, la c
incorpora a la presente a modo de referencia.
ANTECEDENTES

Los reovirus aviares se asocian con diversas
enfermedades en aves de corral, las cuales incluyen
sindrome de malabsorcién y sindrome de transito rap
(STR), aunque su papel como patégenos primarios en
sindromes clinicos no es claro. Por el contrario, |
asociacion de reovirus aviares con casos clinicos d
artritis viral/tenosinovitis es bastante clara, ya
los reovirus se han aislado de los tendones de aves
afectadas. El control de la artritis viral/tenosino
inducida por reovirus mediante la

puede lograrse

vacunacion de aves reproductoras de engorde con una

combinacion de vacunas vivas Yy/o inactivadas con
inmunidad maternal pasada a la progenie para protec
temprana contra el desafio de campo. En aves de eng

las vacunas atenuadas vivas estan disponibles para
el dia de la eclosiéon y para su uso

décadas se han utilizado cepas de vacunas comercial
actuales (S1133, 1733, 2408 y 2177, por nombrar alg
para controlar enfermedades asociadas con reovirus.
embargo, estas cepas de vacunas comerciales fueron

aisladas en los afios 1960-1970 y no proporcionan

proteccion contra aislados de reovirus actualmente

circulacion de casos confirmados de artritis

in ovo.
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viral/tenosinovitis. Por lo tanto, existe una neces

de asilamiento y caracterizacion de

reovirus aviare

actualmente en circulacion y de desarrollo de vacun

efectivas.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencion incluye reovirus aviares

del grupo 1 y del grupo 2 genética y seroldgicament

diferentes aislados a partir

artritis viral (AV)/tenosinovitis en pollos.

La presente invencion incluye un reovirus aviar

del grupo 1 aislado, en donde un reovirus aviar del

1 incluye una proteina sigma C que tiene una secuen

de casos clinicos de

aminoacidos con al menos aproximadamente 80% de ide

de
de
de
de
de
de
de
de

una proteina sigma C que

secuencia, al
secuencia, al
secuencia, al
secuencia, al
secuencia, al

secuencia, al

secuencia o0 al menos aproximadamente 99% de
secuencia con la SEQ ID NO:2 y/o SEQ ID NO:4. En

algunos aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 inc
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tiene una secuencia de

aminoéacidos con al menos aproximadamente 99% de ide

de secuencia con la SEQ ID NO:2. En algunos aspecto

reovirus aviar del grupo 1 incluye una proteina sig

gue tiene una secuencia de aminoacidos con al menos

aproximadamente 99% de identidad de secuencia con |

ID NO:4. En algunos aspectos, un reovirus aviar del

1 incluye una proteina sigma C que tiene una secuen
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aminoacidos SEQ ID NO:2. En algunos aspectos, un re

aviar del grupo 1 incluye una proteina sigma C que

una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:4. En alguno

aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 se atenua,

inactiva o mata. En algunos aspectos, un reovirus a

del grupo 1 se atenia mediante al menos 25 pases en

huevo o una linea celular huésped.

La presente invencion incluye un reovirus aviar

del grupo 1 aislado, en donde un reovirus aviar del

1

incluye un gen S1 que tiene una secuencia de

nucledtidos con al menos aproximadamente 80% de ide

de
de
de
de
de
de
de
de

un gen S1 que tiene una secuencia de nucleétidos qu

tienen una secuencia de nucledtidos con al

secuencia, al menos aproximadamente 85% de
secuencia, al menos aproximadamente 90% de
secuencia, al menos aproximadamente 95% de
secuencia, al menos aproximadamente 96% de
secuencia, al menos aproximadamente 97% de
secuencia, al menos aproximadamente 98% de

secuencia o0 al menos aproximadamente 99% de

secuencia con la SEQ ID NO:1 y/o SEQ ID NO:3. En

algunos aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 inc

ident
ident
ident
ident
ident
ident

iden

menos

aproximadamente 99% de identidad de secuencia con |

ID NO:1. En algunos aspectos, un reovirus aviar del

1

incluye un gen S1 que tiene una secuencia de

nucleotidos que tienen una secuencia de nucleotidos

al menos aproximadamente 99% de identidad de secuen
con la SEQ ID NO:3. En algunos aspectos, un reoviru
aviar del grupo 1 incluye un gen S1 que tiene
secuencia de nucledtidos SEQ ID NO:1. En

algunos

la
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aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 incluye un
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gue tiene la secuencia de nucleotidos SEQ ID NO:3.

algunos aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 inc

una proteina sigma C que

tiene una secuencia de

aminoacidos con al menos aproximadamente 99% de ide

de secuencia con la SEQ ID NO:4. En algunos aspecto

reovirus aviar del grupo 1 se atenua, inactiva o ma

algunos aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 se

mediante al menos 25 pases en un huevo o una linea

celular huésped.

La presente invencion incluye un reovirus aviar

del grupo 2 aislado, en donde un reovirus aviar del

2 incluye una proteina sigma C que tiene una secuen

aminoacidos con al menos aproximadamente 85% de ide

de secuencia,
de secuencia,
de secuencia,
de secuencia,

de secuencia,

de secuencia o al menos aproximadamente 99% de

al
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de secuencia con la SEQ ID NO:6. En algunos aspecto

reovirus aviar del grupo 2 incluye una proteina sig

gue tiene una secuencia de aminoacidos con al menos

aproximadamente 99% de identidad de secuencia con |

ID NO:6. En algunos aspectos, un reovirus aviar del

2 incluye una proteina sigma C que tiene una secuen

aminoacidos SEQ ID NO:6. En algunos aspectos, un re

aviar del grupo 2 se atenda, inactiva o mata. En al

aspectos, un

reovirus aviar del grupo 2 se atenua

gen S1
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mediante al menos 25 pases en un huevo o una linea

celular huésped.

La presente invencion incluye un reovirus aviar

del grupo 1 aislado, en donde un reovirus aviar del

1 incluye un gen S1 que comprende una secuencia de

nucledtidos con al menos aproximadamente 85% de ide

de secuencia, al menos aproximadamente 90% de
de secuencia, al menos aproximadamente 95% de
de secuencia, al menos aproximadamente 96% de
de secuencia, al menos aproximadamente 97% de
de secuencia, al menos aproximadamente 98% de

de secuencia 0 al menos aproximadamente 99% de

ident
ident
ident
ident
ident
iden

de secuencia con la SEQ ID NO:5. En algunos aspecto

reovirus aviar del grupo 2 incluye un gen S1 que ti

una secuencia de nucleétidos que tienen una secuenc

nucledtidos con al menos aproximadamente 99% de ide

de secuencia con la SEQ ID NO:5. En algunos aspecto

reovirus aviar del grupo 2 incluye un gen S1 que ti
secuencia de nucledtidos SEQ ID NO:5. En

aspectos, un reovirus aviar del grupo 2 se atenua,

algunos

inactiva o mata. En algunos aspectos, un reovirus a

del grupo 2 se atenua mediante al menos 25 pases en

huevo o una linea celular huésped.

En algunos aspectos, la presente

incluye un reovirus aviar del grupo 1, en donde un

invencion

reovirus aviar del grupo 1 incluye la cepa 94594 de

reovirus aviar y derivados y progenie de la misma.

algunos aspectos, la cepa 94595 del reovirus aviar

mata, inactiva o atenta mediante al menos 25 pases

huevo o una linea celular huésped.
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En algunos aspectos, la presente invencion
incluye un reovirus aviar del grupo 1, en donde un
reovirus aviar del grupo 1 incluye la cepa 94826 de
reovirus aviar y derivados y progenie de la misma.
algunos aspectos, la cepa 948264 se mata, inactiva
atenla mediante al menos 25 pases en un huevo o una
celular huésped.

En algunos aspectos, la presente invencion
incluye un reovirus aviar del grupo 2, en donde el
reovirus aviar incluye la cepa 96139 del reovirus a
derivados y progenie de la misma. En algunos aspect
cepa 96139 del reovirus aviar se mata, inactiva o a
mediante al menos 25 pases en un huevo o una linea
celular huésped.

En la presente invencibn se incluyen
composiciones que incluyen uno o mas de los reoviru
aviares tal como se describen en la presente. Dicha
composiciones adicionalmente pueden incluir un adyu
y/o un determinante antigénico de uno o0 mas patogen
infecciosos adicionales para aves de corral.

En la presente invencién se incluyen vacunas
gue incluyen uno o mas de los reovirus aviares de |
presente invencion, tal como se describe en la pres
Dichas vacunas adicionalmente pueden incluir un ady
y/o un determinante antigénico de uno o0 mas patogen
infecciosos adicionales para aves de corral.

En la presente invencibn se incluyen
composiciones inmunoldgicas para aumentar anticuerp
aves de corral que incluyen uno o mas de los reovir

aviares descriptos anteriormente y en esta seccion.
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Dichas composiciones adicionalmente pueden incluir un
adyuvante y/o un determinante antigénico de uno o m as
patogenos infecciosos adicionales para aves de corr al.

La presente invencién incluye un kit de
diagndstico que incluye uno o mas de los reovirus a viares
descriptos anteriormente y en esta seccion.

La presente invencién incluye un método para
producir anticuerpos anti-reovirus en aves de corra ,
incluyendo el método administrar un reovirus aviar
aislado, una composicion o una vacuna de la present e
invencion al ave.

La presente invencién incluye un método para
proteger un ave del orden Gallifornmes contra una
patologia o enfermedad inducida por un reovirus avi ar,
incluyendo el método administrar un reovirus aviar
aislado, una composicion o una vacuna de la present e
invencion al ave. La presente invencion incluye un método
para reducir la susceptibilidad de un ave del orden
Gl |'i formes contra una patologia o enfermedad inducida
por un reovirus aviar, incluyendo el método adminis trar
un reovirus aviar aislado, una composicion o una va cuna
de la presente invencion al ave.

La presente invencién incluye un método para
reducir la artritis viral y/o tenosinovitis en un a ve del
orden @l lifornes, incluyendo el método administrar un
reovirus aviar aislado, una composicidon o una vacun a de
la presente invencion al ave.

La presente invencion incluye un método para
prevenir la artritis viral y/o tenosinovitis en un ave

del orden Gal l'i f or nes, incluyendo el método administrar
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un reovirus aviar aislado, una composicion o una va
de la presente invencion al ave.

En algunos aspectos de los meétodos de la
presente invencion, el ave incluye un pollo o un pa

En algunos aspectos de los métodos de la
presente invencién, la administracion incluye la
administracion antes o después de la eclosion.

En algunos aspectos de los métodos de la
presente invencién, la administracion incluye la

administracién in ovo. En algunos aspectos,

administracion in ovo incluye la administracién

aproximadamente a los 13 dias, aproximadamente 14 d
aproximadamente 15 dias, aproximadamente 16 dias,
aproximadamente 17 dias, aproximadamente 18 dias,
aproximadamente 19 dias, aproximadamente 20 dias o
cualquier rango de los mismos.

En algunos aspectos de los métodos de la
presente invencion, la administracion incluye la
administracion a una gallina reproductora.

La presente invencion incluye un anticuerpo que
se une a un reovirus aviar del grupo 1 o reovirus a
del grupo 2, tal como se describe en la presente y
se une a la cepa del reovirus aviar S1133, 1733, 24
2177. En algunos aspectos, el anticuerpo es un anti
monoclonal.

La presente invencién incluye un método para
detectar la exposicidn a un reovirus aviar en un av
incluyendo el método determinar que una muestra de

antisueros obtenida del ave se une especificamente
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reovirus aviar de la presente invencion o a un comp
del mismo.

La presente invencion incluye un método para
detectar la exposicidn a un reovirus aviar en un av
incluyendo el método determinar que una muestra de
antisueros obtenida del ave se une especificamente
proteina sigma C de un reovirus aviar del grupo 1 o
reovirus aviar del grupo 2 de la presente invencion

La presente invencién incluye un método para
detectar un agente infeccioso de reovirus aviar en
muestra, incluyendo el método detectar la hibridaci
un polinucledtido que comprende la SEQ ID NO:1, SEQ
NO:3 o0 SEQ ID NO:5, o un fragmento de las mismas, ¢
muestra.

La presente invencién incluye un método para
detectar un reovirus aviar en una muestra, incluyen
método producir un producto de amplificacién de rea
en cadena de polimerasa (PCR) con al menos un cebad
derivado de la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 0 SEQ ID NO

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Secuencia de nucleétidos de S1 que
codifica la proteina sigma C (pares de bases 1-931)
aislado de campo 94594 de la variante de AV 2012 de
grupo 1 (SEQ ID NO:1).

Figura 2. Secuencia de aminoacidos de S1 que

codifica sigma C (aminoacidos 1-310) del aislado de
94594 de la variante de AV 2012 del grupo 1 (SEQ ID
NO:2).

Figura 3. Secuencia de nucleétidos de S1 que

codifica la proteina sigma C (pares de bases 1-931)
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aislado de campo 94826 de la variante de AV 2012 de
grupo 1 (SEQ ID NO:3).

Figura 4. Secuencia de aminoacidos de S1 que
codifica sigma C (aminoacidos 1-310) del aislado de
94826 de la variante de AV 2012 del grupo 1 (SEQ ID
NO:4).

Figura 5. Secuencia de nucleétidos de S1 que
codifica la proteina sigma C (pares de bases 1-931)
aislado de campo 96139 de la variante de AV 2012 de
grupo 2 (SEQ ID NO:5).

Figura 6. Secuencia de aminoacidos de S1 que
codifica una proteina sigma C (aminoacidos 1-310) d
aislado de campo 96139 de la variante de AV 2012 de
grupo 2 (SEQ ID NO:6).

Figura 7. Mdltiple alineacion de secuencias de
aminoacidos de sigma C utilizando Clustal W vy arbol
filogenético resultante con 1000 réplicas de analis
remuestreo. Niveles de confianza de analisis de
remuestreo indicados mediante numeros en cada nodo
arbol.

Figura 8. Identidad porcentual y divergencia en
base a alineacion mdltiple generada utlizando el
algoritmo Clustal W.

Figura 9. Medicion de almohadilla plantar media
en milimetros los dias indicados en el eje X. Comen
a los siete dias de edad, se observdo una diferencia
evidente en el tamafio de las aves en los grupos
desafiados con S1133 y 94286 en comparacion con los
testigos negativos. Desviacion estandar indicada po

barras para cada grupo.
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Figura 10. Pesos corporales medios el dia de la
culminacion (14 dias de edad). Desviacion estandar
indicada por barras para cada grupo.

Figura 11. Las mediciones fueron tomadas del
tenddn flexor digital, justo debajo de la articulac
corvejon, a los 10 dias de edad y nuevamente el dia
culminacion, 14 dias de edad. Se observé una obvia
hinchazén en el grupo desafiado con 94286 a los 14
Desviacion estandar indicada por barras para cada g

Figura 12. Sefales clinicas registradas el dia
de la culminacion. Cabe destacar que 6 aves fueron
retiradas el dia 10 del grupo S1133 debido a cojera
incapacidad de alimentarse o beber agua.

Figura 13. Peso corporal medio en gramos en la
culminacion del estudio (23 dias de edad). La desvi
estandar se representa mediante la linea cerrada.

Figura 14. Mediciones de almohadilla plantar
medias en milimetros tomadas a los 12, 14, 16, 19,

23 dias de edad. La primera medicion se tomo6 a los
dias de edad, justo antes del desafio.

Figura 15. Mediciones de corvejon medias en
milimetros tomadas a los 19, 21 y 23 dias de edad
medicion del corvejon 1 se tomo6 en la articulacion
corvejon y la medicion del corvejon 2 se tomé del t
flexor digital justo debajo de la articulacion de
corvejon.

Figura 16. Sefales clinicas y lesiones el dia
de la culminacion (23 dias).

Figura 17. Dia de serologia de eclosion.

PCT/US2015/013449

i6n de
de la

dias.

rupo.

acion

21y
12

La
de

endon



10

15

20

25

30

WO 2015/116778 + PCT/US2015/013449

Figura 18. Pesos corporales de las aves
desafiadas en el Grupo 2.

Figura 19. Medicion el dia 14 de hinchazén de
almohadilla plantar como porcentaje de peso corpora | para
las aves desafiadas con el Grupo 2.

Figura 20. Medicion de tendinitis como

porcentaje de peso corporal para aves desafiadas co n el
Grupo 2.

Figura 21. Numeros de acceso de GenBank para
aislados del Grupo 1 y Grupo 2. Las entradas sombre adas
en gris representan reovirus aviar del grupo 2. Tod as las

otras entradas representan los reovirus del grupo 1 :
DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES
ILUSTRATIVAS
Con la presente invencion, dos grupos genética
y serolégicamente distintos de reovirus aviares se han

aislado a partir de casos clinicos de artritis vira I

(AV)/tenosinovitis en todo Estados Unidos y Canada. El
analisis genético de la proteina sigma C del reovir us
aviar reveld nuevos genotipos del grupo 1 y grupo 2 no

relacionados con las cepas de la vacuna de reovirus

aviar. Una evaluacion seroldgica de los virus revel 0 poca
0 ninguna neutralizacion cruzada con antisueros con ocidos
para vacunas de reovirus comerciales actuales. Adem as,

estudios de patogenicidad y proteccion de progenie

confirman que las vacunas comerciales actuales no
proporcionan suficiente proteccion a la progenie de

gallinas reproductoras vacunadas. Las cepas de vacu na de
reovirus actuales se aislaron en los afios 1960-1970 y no

proporcionan proteccidbn contra aislados de reovirus
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actualmente en circulacion de casos confirmados de
artritis viral/tenosinovitis.

Los reovirus aviares, junto con reovirus de
mamiferos, comprenden el género Orthoreovirus en la
familia Reovi ri dae. Estos virus contienen 10 segmentos de
genoma de ARNdh delimitados en wuna capside doble
icosaédrica no encapsulada de aproximadamente 80 nm . Los
segmentos de genoma pueden separarse en base a la

movilidad electroforética en tres segmentos grandes (L1,
L2, L3), tres segmentos medianos (M1, M2, M3) y cua tro
segmentos pequefios (S1, S2, S3, S4) que codifican | as

proteinas AL, A2, A3, ul, u2, uNS, o3, ol, o2y oNS,

respectivamente. La proteina o2 es una proteina de la
capside externa que contiene epitopos neutralizante s
especificos de cada grupos. También se une a ARN de doble
hebra y se ha identificado como una metaloproteina de
zinc. La proteina sigma C, la proteina de la capsid e
externa menor codificada por el segmento ol, es el
objetivo para la caracterizacion molecular de reovi rus
aviares y es responsable de la union celular, asi c omo de
la induccion de anticuerpos neutralizantes especifi cos

segun el tipo.

Un virion del reovirus aviar incluye una
capside, un nucleo y un complejo de nucleoproteina. La
caspide del virus no esta encapsulada. La

capside/nucleocapside es  isométrica con  simetria

icosaédrica y tiene un didmetro de aproximadamente 80-82
nm. Las carcasas de capside de viriones estan compu estas
por dos capas. Todas las carcasas estan generalment e

presentes o la carcasa externa se pierde a menudo d urante
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la preparacion. Las capsides parecen redondas. La
estructura de la superficie de la capside revela un

patron regular con distintas caracteristicas. Es

claramente visible la disposicion de capsémero. No estan
presentes salientes superficiales. El nacleo de cas pides
internas tiene un diametro de aproximadamente 60 nm . Las

preparaciones de virus contienen un componente de

particula. El nacleo es esférico y consiste en el g enoma
de ARNdh con un didmetro de aproximadamente 49 nm. Los
extremos de las fibras sobresalen casi a través de la

superficie de la capside.
En la cepa de la vacuna de reovirus aviar
S1133, el transcripto de ARNmM de sl es de 1644

nucledtidos de largo y contiene tres cistrones fuer a de
fase y parcialmente superpuestos. El primer cistréon (ORF-
1, nucleédtidos 25-319) expresa pl0, el segundo cist réon
(ORF-2, nucledtidos 293-731) expresa pl7 y el terce r
cistron (ORF-3, nucledtidos 630-1608) expresa la pr oteina

C de union celular.

El analisis de secuencias de aminoacidos de

sigma C de las cepas de vacuna de reovirus S1133, 1 733,
2408 y 2177 revela una similitud >99% entre estas ¢ epas
de vacuna. La caracterizacion genotipica de aislado s de
campo de reovirus incluye una comparacion de aislad os de
campo con cepas de vacuna, asi como, todas las secu encias

de reovirus disponibles en el dominio publico y bas e de
datos de PDRC. La similitud del genotipo se informa para

aislados de campo como la similitud porcentual mas alta

con otra secuencia, ya sea un aislado de campo o ce pa de
vacuna.
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Con la presente invencion, dos grupos genética
y serolégicamente distintos de reovirus aviares se
aislado a partir de casos clinicos de tenosinovitis
analisis genético de la proteina sigma C del reovir
aviar reveld nuevos genotipos no relacionados con |
cepas de vacuna de reovirus aviar actuales. La eval
serologica de los virus revel6 poca o0 ninguna
neutralizacion cruzada con antisueros conocidos par
vacunas de reovirus comerciales actuales. Ademas, s
realizado estudios de patogenicidad y proteccion de
progenie para confirmar que las vacunas comerciales
actuales no proporcionan suficiente proteccion para
progenie de gallinas reproductoras vacunadas.

Los dos grupos genéticos/serologicos
aislados de campo descriptos en la presente se deno
variante de AV 2012 del grupo 1 (al que también se
referencia en la presente como “reovirus aviar del
1") y variante de AV 2012 del grupo 2 (al que tambi
hace referencia en la presente como “reovirus aviar
grupo 27). Los reovirus de la variante de AV 2012 d
grupo 1 y/o variante de AV 2012 del grupo 2 pueden
utilizarse en una vacuna atenuada viva y muerta/ina
En algunos aspectos, dicha vacuna puede ser una vac
autégena.

Un reovirus aviar del grupo 1 de la presente
invencion puede tener una proteina sigma C con una
secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamen
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente

de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
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de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia o al menos aproximadament
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:2. En al
aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 de la prese
invencion puede tener una proteina sigma C que tien
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:2. En algu
realizaciones, un reovirus aviar del grupo 1 tal co
describe en la presente tiene una proteina sigma C
menos una modificacion de tipo sustitucion respecto
SEQ ID NO:2.

Un reovirus aviar del grupo 1 de la presente
invencion puede tener una proteina sigma C con una
secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamen
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente

de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
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de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia o al menos aproximadament
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4. En al
aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 de la prese
invencion puede tener una proteina sigma C que tien
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:4. En algu
realizaciones, un reovirus aviar del grupo 1 tal co
describe en la presente tiene una proteina sigma C
menos una modificacion de tipo sustitucion respecto
SEQ ID NO:4.

Un reovirus aviar del grupo 1 de la presente
invencion puede tener una proteina sigma C codifica
una secuencia de nucleétidos con al menos aproximad
50% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
55% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
60% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
65% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
70% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
75% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
80% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
85% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
90% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
95% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
96% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
97% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
98% de identidad de secuencia o al menos aproximada
99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1. E
algunos aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 de
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presente invencidbn puede tener una proteina sigma C
codificada por una secuencia de nucleétidos que tie
SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, un reovirus
del grupo 1 tal como se describe en la presente tie
proteina sigma C codificada por una secuencia de
nucledtidos con al menos una modificacion de tipo
susticién respecto a la SEQ ID NO:1.

Un reovirus aviar del grupo 1 de la presente
invencion puede tener una proteina sigma C codifica
una secuencia de nucleétidos con al menos aproximad
50% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
55% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
60% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
65% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
70% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
75% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
80% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
85% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
90% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
95% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
96% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
97% de identidad de secuencia, al menos aproximadam
98% de identidad de secuencia o al menos aproximada
99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:3. E
algunos aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 de
presente invencidbn puede tener una proteina sigma C
codificada por una secuencia de nucleétidos que tie
SEQ ID NO:3. En algunas realizaciones, un reovirus
del grupo 1 tal como se describe en la presente tie

proteina sigma C codificada por una secuencia de
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nucledtidos con al menos una modificacion de tipo
susticion respecto a la SEQ ID NO:3.

En algunas realizaciones, un reovirus aviar del
grupo 1 es uno de los representados en la Tabla 21
progenie o derivado del mismo.

En algunas realizaciones, un reovirus aviar del
grupo 1 es el reovirus aviar CK/945494/Tendon/ GA/2
(al que también se hace referencia en la presente c
“aislado de campo 94594 de la variante de AV 2012 d
grupo 1” 0 “94594”) o una progenie o derivado del m

En algunas realizaciones, un reovirus aviar del
grupo 1 es el reovirus aviar CK/94826/Tendon/ GA/20
que también se hace referencia en la presente como
“aislado de campo 94826 de la variante de AV 2012 d
grupo 1” 0 “94826”) o una progenie o derivado del m

Un reovirus aviar del grupo 2 de la presente
invencion puede tener una proteina sigma C con una
secuencia de aminoacidos con al menos aproximadamen
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia o0 al menos aproximadament
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6. En al
aspectos, un reovirus aviar del grupo 2 de la prese
invencion puede tener una proteina sigma C que tien
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO:6. En algu
realizaciones, un reovirus aviar del grupo 2 tal co

describe anteriormente tiene una proteina sigma C ¢
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menos una modificacion de tipo sustitucion respecto

SEQ ID NO:6.

Un reovirus aviar del grupo 2 de la presente

invencion puede tener una proteina sigma C codifica

una secuencia de nucledtidos con al
85% de identidad de secuencia, al
90% de identidad de secuencia, al
95% de identidad de secuencia, al
96% de identidad de secuencia, al
97% de identidad de secuencia, al

menos aproximad

menos

menos

menos

menos

menos

98% de identidad de secuencia o al menos
99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5.
algunos aspectos, un reovirus aviar del grupo 1 de

aproximadam
aproximadam
aproximadam
aproximadam
aproximadam

aproximada

presente invencion puede tener una proteina sigma

codificada por una secuencia de nucleétidos que tie

SEQ ID NO:5. En algunas realizaciones, un reovirus

del grupo 1 tal como se describe en la presente tie

proteina sigma C codificada por

nucleétidos con al menos una modificacion de

susticion respecto a la SEQ ID NO:5.

En algunas realizaciones, un reovirus aviar del

una secuencia de

grupo 2 es uno de los representados en la Tabla 21

progenie o derivado del mismo.

En algunas realizaciones, un reovirus aviar del

grupo 2 es el reovirus aviar CK/96139/Tendon/ GA/20

gue también se hace referencia

“aislado de campo 96139 de la variante de AV 2012 d

en la presente como

grupo 2" 0 “96139”) o una progenie o derivado del m

Un reovirus aviar tal como se describe en la
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puede depositarse en la American Type Culture Colle ction
(ATCC®), 10801 University Boulevard, Manassas, AV 2 0110-

2209, Estados Unidos. Dicho deposito puede estar de
acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el
Reconocimiento Internacional del Depdésito de
Microorganismos a efectos del Procedimiento de Pate ntes.

El reovirus aviar de acuerdo con la invencién
puede prepararse mediante métodos convencionales,
incluyendo, a modo no taxativo, cualquiera de los
descriptos en la seccion de ejemplos incluida en la
presente. En resumen, un sustrato capaz de soportar la
replicacion de un reovirus aviar se inocula con un
reovirus aviar de la presente invencion y se propag a

hasta que el virus se replica hasta una titulacion

infecciosa o contenido de masa de antigeno deseado. Luego
se cosecha material que contiene reovirus. Sustrato S
adecuados pueden incluir cultivos celulares primari 0S
(aviares), tales como, por ejemplo, células del hig ado de
embriones de pollo, fibroblastos de embriones de po llo o
células de rifion de pollo, lineas celulares de mami fero,
tales como, por ejemplo, la linea celular VERO o la linea
celular BGM-70, o lineas celulares aviares, tales c omo,
por ejemplo, QT-35, QM-7 o LMH. En algunas aplicaci ones,

pueden utilizarse huevos embrionados.

La presente invencién incluye un método para
detectar la exposicion a un reovirus aviar del grup ol
ylo del grupo 2 en un ave, incluyendo el método
determinar si una muestra de antisueros obtenida de | ave
se une especificamente a un virus, linea celular,
granulado celular, sobrenadante y/o polipéptido de la
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e

presente invencion. Por ejemplo, la presente invenc ion
incluye el uso de uno o mas reovirus aviares de la
presente invencion en métodos para detectar la expo sicion

a un reovirus aviar en un ave, incluyendo el método

determinar que una muestra de antisueros obtenida d el ave
se une especificamente a un reovirus aviar de la pr esente
invencion. Dicho reovirus aviar incluye cualquiera de los

descriptos en la presente, incluyendo, a modo no
taxativo, cualquiera de las cepas del reovirus avia r que
se indican en las Figuras 21 incluyendo, a modo no
taxativo, la cepa 94594, 94826 o 96139 del reovirus
aviar. Dicho reovirus aviar puede inactivarse, mata rse
yl/o liofilizarse. La presente invencion también inc luye

kits de diagnéstico que incluyen uno o mas de los

reovirus aviares de la presente invencion. Dicho ki t
puede incluir componentes adicionales, tales como p or
ejemplo, un virus testigo positivo, un virus testig o]

negativo, un anticuerpo secundario y/o un marcador
detectable.

La presente invencion incluye un polipéptido de
sigma C aislado que tiene una secuencia de aminoaci dos
con al menos aproximadamente 50% de identidad de
secuencia, con al menos aproximadamente 55% de iden tidad
de secuencia, con al menos aproximadamente 60% de
identidad de secuencia, con al menos aproximadament e 65%
de identidad de secuencia, con al menos aproximadam ente
70% de identidad de secuencia, con al menos
aproximadamente 75% de identidad de secuencia, con al
menos aproximadamente 80% de identidad de secuencia , al

menos aproximadamente 85% de identidad de secuencia , al
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menos aproximadamente 90% de identidad de secuencia
menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia
menos aproximadamente 96% de identidad de secuencia
menos aproximadamente 97% de identidad de secuencia
menos aproximadamente 98% de identidad de secuencia
menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia
la SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 y/o SEQ ID NO:6. En alg
aspectos, la presente invencion incluye un polipépt

sigma C aislado que tiene una secuencia de aminoaci
con la SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 y/o SEQ ID NO:6. En
algunos aspectos, la presente invencién incluye un
polipéptido de sigma C aislado que tiene una secuen
aminoacidos con al menos una modificacion de tipo
sustitucién respecto a la SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4
SEQ ID NO:6.

La presente invencion incluye un polipéptido de
sigma C aislado que tiene una secuencia de aminoaci
codificada por una secuencia de nucleétidos con al
aproximadamente 50% de identidad de secuencia, con
menos aproximadamente 55% de identidad de secuencia
al menos aproximadamente 60% de identidad de secuen
con al menos aproximadamente 65% de identidad de
secuencia, con al menos aproximadamente 70% de iden
de secuencia, con al menos aproximadamente 75% de
identidad de secuencia, con al menos aproximadament
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
de identidad de secuencia, al menos aproximadamente

de identidad de secuencia, al menos aproximadamente
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de identidad de secuencia, al menos aproximadamente 98%
de identidad de secuencia o al menos aproximadament e 99%
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:1, SEQ | D NO:3
ylo SEQ ID NO:5. En algunos aspectos, la presente
invencion incluye un polipéptido de sigma C aislado que
tiene una secuencia de aminoacidos codificada por | a
secuencia de nucleétidos SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3y /o SEQ
ID NO:5. En algunos aspectos, la presente invencion
incluye un polipéptido de sigma C aislado que tiene una
secuencia de aminoacidos codificada por una secuenc ia de

nucledtidos con al menos una modificacion de tipo
sustitucién respecto a la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 ylo
SEQ ID NO:5.

La presente invencion incluye polipéptidos tal

como se describe en la presente, truncamientos Yy

fragmentos de los mismos. Truncamientos incluyen, a modo
no taxativo, secuencias de aminodacidos en las cuale S uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez
0 mas aminoacidos se eliminan del extremo amino de una

secuencia de aminoacidos y/o uno, dos, tres, cuatro ,
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas aminoac idos
se eliminan del extremo carboxi de una secuencia de
aminoacidos.

Fragmentos incluyen, a modo no taxativo, por

ejemplo, fragmentos que tienen aproximadamente 5,

aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadam ente
20, aproximadamente 25, aproximadamente 50,
aproximadamente 75, aproximadamente 100, aproximada mente
150, aproximadamente 200, aproximadamente 250,

aproximadamente 300, aproximadamente 350, aproximad amente
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400, aproximadamente 450, aproximadamente 500,
aproximadamente 550, aproximadamente 600, aproximad
650 y aproximadamente 700 residuos de aminoacidos
consecutivos de una secuencia descripta en la prese
Fragmentos también incluyen, por ejemplo, fragmento
un rango de tamafios de cualquier combinacion de los
tamafos de fragmentos precedentes. Fragmentos inclu
modo no taxativo, por ejemplo, fragmentos que tiene
menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al
25, al menos 50, al menos 75, al menos 100, al meno
al menos 200, al menos 250, al menos 300, al menos
al menos 400, al menos 450, al menos 500, al menos
al menos 600, al menos 650 y al menos 700 residuos
aminoacidos consecutivos de una secuencia descripta
presente.

La presente invencion incluye polipéptidos que
tienen una secuencia de aminoacidos con uno, dos, t
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once
doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete
dieciocho, diecinueve, veinte o0 mas cambios de
aminoacidos con respecto a una secuencia de aminoac
descripta en la presente, o fragmentos de la misma.
Dichos cambios de aminoacidos incluyen, a modo no
taxativo, cambios de aminoacidos conservadores.

La presente invencion incluye el uso de uno o
mas polipéptidos de la presente invencion en método
detectar la exposicidn a un reovirus aviar en un av
incluyendo el meétodo determinar que una muestra de
antisueros obtenida del ave se une especificamente

polipéptido de la presente invencion. Dichos polipé
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incluyen cualquiera de los descriptos en la present
incluyendo, a modo no taxativo, las SEQ ID NO:2, SE
NO:4 y SEQ ID NO:6, y derivados y fragmentos de las
mismas. La presente invencion también incluye Kits
diagndstico que incluyen uno o més de los polipépti

la presente invencion. Dicho kit puede incluir
componentes adicionales, tales como por ejemplo, un
polipéptido testigo positivo, un polipéptido testig
negativo, un anticuerpo secundario, un  marcador
detectable.

La presente invencidn incluye una secuencia de
polinucleotidos aislada que tiene al menos
aproximadamente 50% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 55% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 60% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 65% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 70% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 75% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 75% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 80% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 85% de identidad de secuencia, al

aproximadamente 90% de identidad de secuencia, al

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

aproximadamente 95% de identidad de secuencia, al
aproximadamente 98% de identidad de secuencia o al
aproximadamente 99% de identidad de secuencia con |
ID NO:1, SEQ ID NO:3 0 SEQ ID NO:5. La presente inv

incluye una secuencia de polinucleétidos aislada qu

tiene la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:5, un

truncamiento o fragmento de la misma. En algunos

aspectos, la presente invencion incluye una secuenc
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polinucleodtidos aislada tal como se describe en la

presente con al menos wuna modificacion de tipo

sustitucion respecto a la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 o SEQ
ID NO:5.

La presente invencion incluye una secuencia de
polinucledtidos aislada que tiene al menos
aproximadamente 50% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 55% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 60% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 65% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 70% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 75% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 75% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 80% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 85% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 90% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 95% de identidad de secuencia, al m enos
aproximadamente 98% de identidad de secuencia o al menos
aproximadamente 99% de identidad de secuencia con u na
secuencia de nucleétidos que codifica SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:4 o SEQ ID NO:6. En algunos aspectos, la present e
invencion incluye una secuencia de polinucleotidos
aislada que tiene la SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ ID
NO:6. En algunos aspectos, la presente invencion in cluye
una secuencia de polinucleétidos aislada tal como s e
describe en la presente que codifica una secuencia de
aminoacidos con al menos una modificacion de tipo
sustitucion respecto a la SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 o SEQ

ID NO:6.
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La presente invencion incluye secuencias de
polinucledtidos que se hibridan con una secuencia d
nucledtidos descripta en la presente en diversas
condiciones y fragmentos de las mismas. Las condici
de rigurosidad incluyen, a modo no taxativo, riguro
moderada y alta. Las condiciones de hibridacién de
rigurosidad alta pueden ser, por ejemplo, 6X SSC, 5
Denhardt, 0.5% de dodecil sulfato de sodio (SDS) y
ug/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado vy
desnaturalizado hibridado durante la noche a 65°C vy
lavado en 2X SSC, 0.1% de SDS al menos una vez a
temperatura ambiente durante aproximadamente 10 min
seqguido por al menos un lavado a 65°C durante
aproximadamente 15 minutos seguido por al menos un
en 0.2X SSC, 0.1% de SDS a temperatura ambiente dur
al menos 3 a 5 minutos.

La presente invencidn incluye una secuencia de
polinucleotidos descriptos en la presente que tiene
sustitucion de wuno, dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorc
quince, veinte 0 mas nucledtidos. La presente inven
también incluye las secuencias de polinucleotidos
descriptas en la presente en las cuales el uso del
se ha adaptado para optimizar la expresion en una c
huésped dada. Por ejemplo, el uso del codén puede
adaptarse para optimizar la expresion en células hu
incluyendo, a modo no taxativo, baculovirus, levadu
col i , aves de corral o células humanas. Dicha adaptacié
puede llevarse a cabo mediante técnicas conocidas e

técnica.
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La presente invencion incluye cebadores

incluyendo, a modo no taxativo, cualquiera de los
cebadores descriptos en la presente y cebadores que
pueden utilizarse para generar una secuencia descri

la presente, o un fragmento de las mismas, en una
reaccion de PCR. En algunas realizaciones, un cebad
puede incluir al menos 5, al menos 10, al menos 15,

menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35 o0 a
menos 40 residuos de nuclebtidos. En  algunas
realizaciones, un cebador puede incluir no mas de 1

mas de 15, no mas de 20, no mas de 25, no mas de 30

mas de 35, no mas de 40, no mas de 45, no mas de 50

méas de 55 o0 no més de 60 residuos de nucleétidos. D
residuos de nucleétidos pueden ser  secuencias
consecutivas 0 su complemento. También se incluyen

de cebadores que incluyen al menos uno de los cebad
descriptos en la presente, complementos de los mism
cebadores derivados de dichas secuencias. También s
incluyen en la presente invencion los productos de
amplificacion producidos por dichos cebadores.

La presente invencion incluye un vector que
incluye una secuencia de polinuclettidos de la pres
invencion. En algunos aspectos, el vector es un vec
vacuna. La presente invencion incluye un polipéptid
aislado codificado por un polinucleodtido de la pres
invencion.

La presente invencion incluye el uso de una o
mas secuencias de polinucledtidos de la presente
invencion en meétodos para detectar un agente infecc

de reovirus aviar en una muestra. Dichos métodos
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incluyen, por ejemplo, un método que incluye detect
hibridacion de una secuencia de polinucleétidos de
presente invencion con la muestra y un método que i

producir un producto de amplificacion de reaccién e

cadena de polimerasa (PCR) con al menos un cebador

derivado de una secuencia de polinucleétidos de la
presente invencion. Dichas secuencias de polinucle6
incluyen cualquiera de las descriptas en la present
incluyendo, a modo no taxativo, la SEQ ID NO:1, SEQ
NO:3 y SEQ ID NO:5. La presente invencién también i

kits de diagnéstico que incluyen una o mas de las
secuencias de polinucleétidos de la presente invenc

La presente invencion incluye kits de diagnostico ¢
incluyen uno o mas de un virus, linea celular, gran

celular, sobrenadante, secuencia de polinucle6tidos
vector y/o polipéptido de la presente invencion.

Un reovirus aviar tal como se describe en la
presente puede ser un virus inactivado o muerto. El
objetivo de la inactivacion de un virus es prevenir
replicacion viral y, en general, esto puede alcanza
mediante medios quimicos o fisicos. La inactivacion
guimica puede llevarse a cabo mediante tratamiento
virus con, por ejemplo, enzimas, formaldehido, -
propiolactona, etileno-imina o un derivado de los m
La inactivacion fisica puede llevarse a cabo, por
ejemplo, sometiendo los virus a radiacion energétic
como luz UV.

Un reovirus aviar tal como se describe en la
presente puede demostrar virulencia reducida y serv

como virus atenuado vivo a los efectos de la vacuna

PCT/US2015/013449
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La atenuacion de un reovirus aviar Util en la puest

practica de la presente invencion puede alcanzarse
mediante métodos bien conocidos en la técnica para
propésito. Por ejemplo, un reovirus aviar aislado d
acuerdo con la invencién puede atenuarse mediante u

en huevos de gallina embrionados, animales vivos o

celulares adecuadas. Dichas lineas celulares pueden
incluir, por ejemplo, cultivos celulares primarios
(aviares) tal como, por ejemplo, células de higado
embrion de pollo, fibroblastos de embrion de pollo
células de rifidon de pollo, lineas celulares de mami

tales como, por ejemplo, la linea celular VERO o la

celular BGM-70, o linea celulares aviares, tales co

por ejemplo, QT-35, QM-7 o LMH. Dicho virus con pas
regresivos puede obtenerse, por ejemplo, con
aproximadamente 10 a aproximadamente 100 pases. Dic
virus con pases regresivos puede obtenerse, por eje

con uno O mas pases regresivos, dos 0 mas pases
regresivos, tres 0 mas pases regresivos, cuatro o0 m
pases regresivos, CincCO 0 mas pases regresivos, die

MAas pases regresivos, quince 0 mas pases regresivos
veinte 0 Mas pases regresivos, veinticinco o0 mas pa
regresivos, cincuenta o mas pases, setenta y cinco

pases, 0 cien 0 mas pases. Dicho virus con pases
regresivos puede obtenerse, por ejemplo, con
aproximadamente un pase regresivo, aproximadamente
pases regresivos, aproximadamente tres pases regres
aproximadamente cuatro pases regresivos, aproximada
cinco pases regresivos, aproximadamente diez pases

regresivos, aproximadamente quince pases regresivos
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aproximadamente veinte pases regresivos, aproximada
veinticinco pases regresivos, aproximadamente cincu
pases, aproximadamente setenta y cinco, aproximadam
cien pases o cualquier rango de los mismos.

Por ejemplo, la presente invencion incluye
reovirus aviares atenuados por un pase en fibroblas
embrion de pollo primarios con posterior purificaci
placa. Este proceso puede repetirse, por ejemplo,
aproximadamente 10 a aproximadamente 100 veces para
atenuar el virus. Las pruebas de patogenicidad pued
llevarse a cabo en varios puntos de tiempo, por eje
en el pase 25, en el pase 50, en el pase 75, en el
100 y en puntos de tiempo adicionales.

La presente invencién incluye un método para
producir una respuesta inmune anti-reovirus aviar d
grupo 1 y/o grupo 2 en aves de corral, incluyendo e
método administrar un virus, linea celular, granula
celular, sobrenadante, secuencia de polinucleotidos
vector y/o polipéptido aislado de la presente inven
En algunos aspectos, inmunidad incluye inmunidad hu
y/lo celular. En algunos aspectos, inmunidad incluye
inmunidad de las mucosas.

La presente invencién incluye un método para
prevenir una infeccion por reovirus aviar en aves d
corral, incluyendo el método administrar una compos
gue incluye un virus, linea celular, granulado celu
sobrenadante, secuencia de polinucleétidos, vector
polipéptido aislado de la presente invencion.

En algunos aspectos de los meétodos de la

presente invencién, la administracion incluye inyec
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pulverizacién, administracion oral o0 administracion

respiratoria. En algunos aspectos de los métodos de la
presente invencion, la administracion induce la inm unidad
de las mucosas. En algunos aspectos de los métodos de la

presente invencién, la administracion incluye la
administracién in ovo. En algunos aspectos, la
administracién in ovo incluye la administracion a
aproximadamente 13 dias, aproximadamente 14 dias,
aproximadamente 15 dias, aproximadamente 16 dias,
aproximadamente 17 dias, aproximadamente 18 dias,
aproximadamente 19 dias, aproximadamente 20 dias o
cualquier rango de los mismos.

La presente invencién incluye vacunas Yy
composiciones inmunogénicas que incluyen uno o mas de los
virus, secuencias de polinucleétidos, vectores y/o

polipéptidos aislados descriptos en la presente. En

algunas realizaciones, el virus estd vivo. En algun as
realizaciones, el virus se atenda o inactiva. En al gunas
realizaciones, el virus se inactiva o mata. En algu nas
realizaciones, el virus, las composiciones o la vac una se

liofilizan. En algunas realizaciones, el virus, las
composiciones o la vacuna se congelan.

Dichas composiciones y vacuna pueden

administrarse como el componente activo para inmuni zar un
ave para provocar una respuesta inmune a un reoviru S
aviar del grupo 1 y/o del grupo 2 y/o inducir inmun idad
contra dicho reovirus aviar. Inmunidad puede inclui rla

induccion de un nivel superior de proteccibn en una
poblacién de aves luego de la vacunacion en compara cion

con un grupo sin vacunar. La respuesta inmune puede , O
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no, conferir inmunidad protectora. Una respuesta in
puede, por ejemplo, incluir una 0 mas de una respue
inmune mediada por células que implica la produccio
linfocitos en respuesta a la exposicion al antigeno

una respuesta inmune humoral que implica la producc
linfocitos en plasma (células B) en respuesta a la
exposicion al antigeno con posterior produccion de
anticuerpos. La inmunizacidbn puede resultar en la
reduccion, inhibicibn o prevencion de uno o mas de
sintomas de la artritis viral (AV)/tenosinovitis
asociados al reovirus aviar. Dichos sintomas pueden
inclur uno o mas de disminucién del peso corporal,
disminuciébn en la produccion de huevos, mortalidad,
lesiones macroscopicas (incluyendo, a modo no taxat
tendinitis,  tenosinovitits, ruptura de tenddén e
hidropericardio) y cambios histologicos (incluyendo
modo no taxativo, tenosinovitis linfocitica, epicar

linfocitica y miocarditis linfocitica).

Una vacuna o composicidon inmunogénica de la
presente invencion también puede incluir uno o0 mas
compuestos con actividad adyuvante. Compuestos o0
composiciones adecuados para este proposito incluye
hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio, oxido d
aluminio, aceites vegetales, aceites animales, emul
de aceite en agua 0 agua en aceite en base a, por
ejemplo, un aceite mineral, tal como Bayol F™ o Mar
52™ | adyuvante completo de Freund, adyuvante incom
de Freund o un aceite vegetal tal como acetato de

vitamina E y saponinas.
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Una vacuna o composicidon inmunogénica de la
presente invencién puede incluir uno 0 mas portador
diluyentes farmacéuticamente aceptables. Una vacuna
composicién inmunogénica de la presente invencion t
puede contener uno o mas estabilizantes. Puede util
cualquier estabilizante adecuado, incluyendo
carbohidratos tales como sorbitol, manitol, almidon
sacarosa, dextrina o0 glucosa; proteinas tales como
albimina o caseina; y soluciones amortiguadoras tal
como fosfato de metal alcalino y similares. Un
estabilizante es particularmente ventajoso cuando s
prepara una vacuna seca mediante liofilizacién.

Una vacuna 0 composicion inmunogénica de la
presente invencién adicionalmente puede incluir uno
inmundgenos derivados de otros patdgenos infeccioso
aves de corral. Dichos inmundgenos pueden derivar d
ejemplo, virus de enfermedad de Marek (MDV), virus
bronquitis infecciosa (IBV), virus de enfermedad de
Newcastle (NDV), virus del sindrome de la caida de
postura (EDS), virus de rinotraqueitis de pavo (TRT
poxvirus, reovirus, parvovirus de pollo y virus de
nefritis aviar (incluyendo, a modo no taxativo, ANV
ANV-2).

Una vacuna o composicidon inmunogénica de la
presente invencion puede administrarse mediante cua
método conocido adecuado de inoculacibn de aves de
corral, incluyendo nasalmente, oftalmicamente, medi
inyeccion, en agua potable, en la comida, mediante
exposicion, i n ovo, maternalmente, mediante inhalacion

respiratoria  y similares. La composicion 0 vacuna
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inmunogénica puede administrarse mediante técnicas de
administracion masivas tales como colocando la vacu na en
agua potable o pulverizandola en el ambiente. Cuand 0 se
administra mediante inyeccion, la composicion o vac una
inmunogénica puede administrarse parenteralmente. L a
administracion parenteral incluye, por ejemplo,
administracién mediante inyeccion intravenosa,

subcuténea, intramuscular o intraperitoneal.

En algunas realizaciones, una vacuna viva puede
administrarse en una dosis de no méas de 10 2 unidades de
titulacion (en donde las unidades de titulaciébn se

definen en el Titulo 9, Seccién 113.332, Cdédigo Fed eral
de Regulaciones) por ave, y una vacuna inactivada p uede
contener el equivalente antigénico de 10 4-10 10 TCID 50 por

ave (en donde TCID es una abreviacion para Dosis
Infecciosa de Cultivo Tisular).
Las composiciones y vacunas de la presente

invencion pueden ser basicamente puras. Tal como se usa
en la presente, “basicamente pura’ significara mate rial
esencialmente libre de cualquier macromolécula simi lar u

otras  entidades  biolégicas que se  encontrarian
normalmente con ellas en la naturaleza.

Las composiciones y vacunas de la presente

invencion pueden administrarse a aves de cualquiera de
una variedad de especies aviares que son susceptibl es a
infeccion con un reovirus aviar incluyendo, a modo no
taxativo, aves de corral, aves del orden Gllifornes y
especies de aves exoticas. Aves del orden Gl i fornes
incluyen, a modo no taxativo, gallinas, pavos, urog allo,

codornices y faisanes. Tal como se usa en la presen te,
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aves de corral incluye aves domesticadas que se man tienen
a efectos de recoger sus huevos o matarlas por su c arne

ylo plumas. Estas son mas tipicamente miembros del
superorden  Gal | oanser ae (ave de corral), especialmente el

orden @l lifornes (que incluye, por ejemplo, pollos,
codorniz, pavos y urogallo) y la familia Anat i dae (en el

orden  Anserifornes), conocidas comunmente como “aves

acuaticas” (incluyendo, por ejemplo, patos, gansos y
cisnes). Aves de corral también puede incluir otras aves
gue se matan por su carne, tales como palomas o tor cazas

0 aves consideradas de caza, como faisanes. Pollos

incluye, a modo no taxativo, gallinas, gallos, aves de
engorde, ponedoras, reproductoras, la descendencia de
gallinas reproductoras y ponedoras. Tal como se usa en la

presente, la expresion “susceptible a” significa la

posibilidad o realidad de una respuesta perjudicial al

microorganismo mencionado, tal como, por ejemplo, v igor

reducido o deficiencia de crecimiento, cuando se co mpara
con individuos o grupos no susceptibles y/o uno o m as
estados patolégicos que indican una infeccidon por v irus

aviar.

La vacuna de la presente invencion puede

administrarse a aves de corral antes o después de | a
eclosion. Las aves de corral pueden recibir una vac una a

una variedad de edades. Por ejemplo, las aves de en gorde

pueden vacunarse i n ovo, a un dia de edad o a 2-3 semanas

de edad. Las aves ponedoras o aves reproductoras pu eden
vacunarse, por ejemplo, a aproximadamente 6-12 sema nas de

edad y reforzarse a aproximadamente 16-20 semanas d e

edad. Dichas aves ponedoras o aves reproductoras pu eden
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vacunarse a aproximadamente 6, a aproximadamente 7,
aproximadamente 8, a aproximadamente 9, a aproximad
10, a aproximadamente 11 o a aproximadamente 12 sem
de edad. Dichas aves ponedoras o aves reproductoras
pueden reforzarse a aproximadamente 16, a aproximad
17, a aproximadamente 18, a aproximadamente 19 o a
aproximadamente 20 semanas de edad. La descendencia
dichas aves ponedoras o0 aves reproductoras puede
demostrar una titulacion de anticuerpo para un
polipéptido tal como se describe en la presente, qu
puede prevenir o mitigar los sintomas de una infecc
por reovirus aviar en la descendencia. La vacunacio
ovo puede realizarse, por ejemplo, a aproximadamente 1
dias, aproximadamente 14 dias, aproximadamente 15 d
aproximadamente 16 dias, aproximadamente 17 dias,
aproximadamente 18 dias, aproximadamente 19 dias,
aproximadamente 20 dias o a cualquier rango de los
mismos.

Los pollos pueden vacunarse a cualquier edad
adecuada y tienen generalmente aproximadamente de u
tres dias de edad antes de la primera vacuna. Los p
pueden vacunarse solo una vez o, si se utilizan dos
de vacuna, la primera se aplica, por ejemplo, cuand
pollos tienen 3 dias a una semana de edad vy
posteriormente después de 1-10 semanas.

Pueden administrarse multiples dosis de la
composicion a lo largo de la vida de la gallina. Da
la inmunidad maternal es una fuente principal para
proporcionar proteccion a la progenie de gallinas d

engorde, las gallinas reproductoras tipicamente se
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vacunan, aunque las gallinas de engorde pueden vacu
si asi se desea.

También se incluyen en la presente invencion
antisueros y anticuerpos que se unen a un reovirus
del grupo 1 y/o un reovirus aviar del grupo 2. En a
aspectos, un antisuero o anticuerpo no se une a las
de vacuna comerciales actuales de reovirus aviar, t
como, por ejemplo, la cepa del reovirus aviar S1133
1733, 2408 y/o 2177. Anticuerpos utiles en la puest
practica de la presente invencién incluyen anticuer
monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
cadena simple, anticuerpos humanizados, anticuerpos
quiméricos o fragmentos de los mismos y también se
incluyen anticuerpo biespecifico, anticuerpo sintét
fragmento de anticuerpo, tal como fragmentos Fab, F
F(ab)2 o scFv, anticuerpos de cadena simple o un de
modificado quimicamente de cualquiera de los mismos
Dichos anticuerpos pueden utilizarse en métodos de
diagnostico y kits de diagnostico. En algunos aspec
un anticuerpo anti-reovirus aviar puede unirse a un
sustrato solido.

La presente invencion proporciona métodos para

detectar y/o medir la cantidad de un reovirus aviar

grupo 1 o del grupo 2 en una muestra obtenida de un

En algunos aspectos, un reovirus aviar del grupo 1
incluye una proteina sigma C con una secuencia de
aminoacidos tal como se describe en la presente
incluyendo, a modo no taxativo, una proteina sigma

tiene la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO4 o un fragmento o

derivado de las mismas. En algunos aspectos, un reo
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aviar del grupo 2 incluye una proteina sigma C con
secuencia de aminoacidos tal como se describe en la

presente incluyendo, a modo no taxativo, una protei

sigma C que tiene la SEQ ID NO:6 o un fragmento o

derivado de la misma. Dicho método puede incluir po
contacto una muestra con un anticuerpo que se una
selectivamente a un reovirus aviar tal como se desc

en la presente y/o una proteina sigma C tal como se
describe en la presente y medir la cantidad de uni6
anticuerpo a un virus o proteina en la muestra. La
muestra puede ser cualquier material bioldgico, tal

tejido, hueso, sangre, orina o0 heces. Los métodos d

aspecto de la invencién son dutiles, por ejemplo, pa
determinar si las aves de corral estan infectadas c

reovirus aviar de la presente invencién. Los animal
infectados pueden sacrificarse para prevenir la
propagacion del reovirus a otros animales.

Tal como se usa en la presente, “aislado” se
refiere a material apartado de su ambiente original
ejemplo, el ambiente natural si esta en la naturale
de esta forma, “la mano del hombre” lo altera con
respecto a su estado natural.

La expresion “y/o” significa uno o todos los
elementos mencionados o0 una combinacion de dos o ma
los elementos mencionados.

Las palabras “preferido” y “preferiblemente” se
refieren a realizaciones de la invencion que pueden
proporcionar ciertos beneficios en ciertas
circunstancias. Sin embargo, también pueden preferi

otras realizaciones en las mismas u otras circunsta
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Adicionalmente, la mencidbn de una o mas realizacion
preferidas no implica que otras realizaciones no se
Utiles y no se pretende excluir otras realizaciones
alcance de la invencion.

El término “comprende” y variaciones del mismo
no tienen un significado limitante cuando estos teér
aparecen en la descripcion y las reivindicaciones.

A menos que se especifique de otra forma, “un”,
“‘uno”, “el” y *“al menos uno” se utlizan de forma
indistinta y significan uno o mas de uno.

También en la presente, las menciones de rangos
numéricos mediante extremos incluyen todos los nume
dentro de dicho rango (por ejemplo, 1 a 5 incluye 1
2,2.75, 3,3.80, 4, 5, etc.).

En cualquier método divulgado en la presente
gue incluya pasos discretos, los pasos pueden lleva
cabo en cualquier orden posible. Y, segin sea aprop
cualgquier combinacion de dos o mas pasos pueden lle

a cabo simultaneamente.

A menos que se indigue de otra forma, se

comprendera que todos los nUmeros que expresan cant

de componentes, pesos moleculares, etc., utilizados

memoria descriptiva y las reivindicaciones pueden
modificarse en  cualquier caso por el término
“aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que se
indique lo contrario, los parametros numéricos indi

en la memoria descriptiva y las reivindicaciones so
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las
propiedades deseadas que se busca obtener mediante

presente invencion. Como minimo, y no como un inten
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limitar la doctrina de los equivalentes del alcance

las reivindicaciones, cada parametro numérico deber
interpretarse al menos a la luz del nimero de digit
significativos proporcionado y aplicando técnicas d
redondeo corrientes.

A pesar de que los rangos Yy parametros
numéricos que establecen el alcance amplio de las
realizaciones son aproximaciones, los valores numér
establecidos en los ejemplos especificos se proporc
de la manera mas precisa posible. Todos los valores
numeéericos, sin embargo, contienen inherentemente un
gue necesariamente resulta de la desviacion estanda
encontrada en las mediciones de las pruebas respect

Todos los titulos se proporcionan para la
conveniencia del lector y no deberan utilizarse par
limitar el significado del texto que sigue al titul
menos que asi se especifique.

En varias partes a lo largo de esta solicitud
se proporcionan lineamientos a través de listas de
ejemplos, los cuales pueden utlizarse en varias
combinaciones. En cada caso, la lista indicada sirv
como un grupo representativo y no debera interpreta
como una lista exclusiva. Se comprendera también qu
ejemplos, materiales, cantidades y procedimientos
particulares deben interpretase de forma amplia de
acuerdo con el alcance y el espiritu de la invencio
como se especifica en la presente.

La presente invencion es ilustrada por los
siguientes ejemplos. Se comprendera también que los

ejemplos, materiales, cantidades y procedimientos

icos

ionan

rango

ivas.

e solo
rse

e los

n, tal
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particulares deben interpretase de forma amplia de
acuerdo con el alcance y el espiritu de la invencio n tal

como se especifica en la presente.

Ejemplos

Ejemplo 1

Aislamiento y caracterizacion de variantes de
reovirus

Este ejemplo describe el aislamiento de
variantes de reovirus a partir de tendones en vario S
casos clinicos de tenosinovitis y/o cojera en pollo s de
engorde, con edades entre 2.5-8 semanas presentados al
Centro de Diagndstico e Investigacion de Aves de Co rral.

Los reovirus aviares se caracterizaron por una

secuenciacion de la proteina sigma C y ensayos

serolégicos.

Materiales y métodos

Aislamiento del virus. Los aislados de campo de
reovirus Ck/94594 Tenddn/GA/2012, Ck/94826 Tendon/G A/2012
y Ck/96139 Tendon/GA/2012 se aislaron en el Centro de
Diagnostico e Investigacion de Aves de Corral de la
Universidad de Georgia a partir de los tendones de pollos
de engorde comerciales que exhibian signos clinicos de
artritis viral y tenosinovitis. Los tendones y aspi rados

sinoviales de pollos clinicamente  afectados se
homogenizaron de forma individual en medios de tran sporte
de virus con antibiéticos. Los tejidos homogenizado S se
fillraron a través de un filtro de jeringa de 0.45

micrones. Los filtrados se incubaron con antisueros de
Reovirus S1133 (Charles River, SPAFAS, Wilmington, MA) a
37°C durante 1 hora. Luego de la neutralizacion se
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inocularon 0.2ml de homogenado en células hepaticas de
embriones de pollo primarios para un total de cuatr o]
pases. Al desarrollarse el 70-80% del efecto citopa tico,

observado como formacion sincitial, los cultivos
celulares se congelaron y almacenaron a -80°C. Los
cultivos celulares se congelaron y descongelaron tr es
veces antes de su posterior pase de cultivo celular
Extraccibn de ARN. Se extrajo ARN viral total
de pases de células hepéticas de embriones de pollo S
primarios mediante el kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA)
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, 48 horas después de Ila infeccién, se
decantaron los medios de cultivo celular, se recubr i0 la
monocapa con 300 ul de solucion amortiguadora RLT que
contenia g-mercaptoetanol 0.143 M y se rasp0 con un
raspador de células tal como lo recomendoé el fabric ante.
RT-PCR. Se produjo un ADNCc correspondiente al

gen S1 mediante transcripcion inversa y PCR utiliza ndo
transcriptasa inversa SUPERSRIPT™ |l RNasa H y ADN
polimerasa PLATINUM®Taqg (Invitrogen, Carlsbad, CA) con
los cebadores publicados anteriormente P1
(AGTATTTGTGAGTACG  ATTG (SEQ ID NO:7)) vy P4
(GGCGCCACACCTTAGGT (SEQ ID NO:8)) (Kant et al., 200 3, Vet
Res; 34:203-212). Los productos amplificados de 1.1 kb se
separaron sobre 1.0% de gel de agarosa, se tifieron con

bromuro de etidio y se \visualizaron con un

transiluminador UV. El fragmento se extrajo, se pur ifico
con kit de extraccion de QIAEX Il (Qiagen Inc., Val encia,
CA), se eluydo en agua tratada con dietilpirocarbona to

(DEPC) y se almacend a -80°C.
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Secuenciacion de nucledtidos de productos

amplificados y clones S1. Los productos de PCR

purificados con gel se secuenciaron directamente me diante
doble

fluorescentemente y

secuenciacion de ADN de hebra con

dideoxinucleétidos etiguetados

polimerasa Taq y se realizaron sobre un secuenciado r

automizado ABI 9700 (Applied Biosystems Inc., Foste r

City, CA). Se utilizaron los cebadores de PCR Pl y
para secuenciar, asi como los cebadores del gel
interno conservado segun fue necesario para complet
secuenciacion. Las secuencias de cebador utilizadas
estan

secuenciacion disponibles a

Adicionalmente, los productos purificados con gel s

P4

S1

ar la

para

solicitud.

clonaron en un plasmido pCR2TOPO (Invitrogen) y se

transformaron en E. coli

fabricante. Se

identificaron varios clones de cada

segun las recomendaciones del

aislado que contenia plasmidos con el inserto de 1. 1 kb
mediante PCR utilizando los cebadores directos e in Versos
M13. Se expandieron los clones y el plasmido purifi cado
mediante un kit de minipreparacion de plasmidos (Qi agen,
Valencia, CA) de acuerdo con los métodos del fabric ante.
Se utilizaron para secuenciacion los cebadores dire ctos e
inversos universales M13 junto con los cebadores de S1
internos  segun fue necesario para completar la
secuenciacion. Se secuenciaron al menos tres clones de
productos de PCR de tres amplificaciones que conten ian el
gen S1 en ambas direcciones y se utilizaron para ob tener
el consenso. Las secuencias de nucleotidos y aminoa cidos
de los aislados 94594, 94826 y 96139 se identifican en

las Figuras 1-6.
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Analisis de secuencias. Se realizaron analisis

de secuencias de nucleétidos y aminoacidos prevista sy
multiples alineaciones del gen S1 y la proteina sig ma C
mediante CLUSTAL W (Lasergene, v. 5.0, DNASTAR, Mad ison,
WI). Las secuencias para los genes S1 de reovirus a viares

publicados anteriormente se obtuvieron de GenBank.
Se compararon las secuencias alineadas y se
gener6 un arbol filogenético mediante agrupamiento

Neighbor-Joining y 1000 replicados de analisis de

remuestreo (los niveles de confianza se indican ent re
paréntesis) en una busqueda heuristica usando el so ftware
Phylogenetic Analysis Using Parsimony v 4.10b (PAUP ).

Numero de Acceso de GenBank. Las secuencias
obtenidas para los aislados de pollo 94594, 94826 y 96139
se presentaron en GenBank y se les asignaron los
siguientes numeros de acceso: KJ803966, KJ803967 vy
KJ803990, respectivamente.

Resultados y analisis

Hasta la fecha, han emergido dos variantes de

genotipo primarias de aislados de campo del reoviru s de
casos clinicos de AV/tenosinovitis y se caracteriza n como
variantes de genotipos debido a la falta de similit ud con
las cepas de vacunas actuales contra el reovirus (S 1133,
1733, 2408, 2177) y otros virus en las bases de dat 0s
(Figura 7). La mayoria de los aislados de campo

pertenecen al grupo 1 (identificados como variantes de AV
2012 del grupo 1). Las secuencias de aminoacidos de sigma
C de reovirus que pertenecen a este genotipo son >9 9%
similares entre si y <50% similares a cepas de vacu nas

cuando se comparan con secuencias en el dominio pub licoy
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la base de datos de PDRC (Figura 8). Los reovirus e n el
grupo 2 (identificados como variantes de AV 2012 de I
grupo 2) son > 99% similares entre si y <50% simila res a

las variantes de AV 2012 del grupo 1 (Figura 8). La

similitud de sigma C entre las variantes de AV 2012 del
grupo 2 y las cepas de vacuna es 80% (Figura 8). A pesar
de que este grupo comparte una similitud de secuenc ia mas
alta, no fue claro si el 80% de similitud se traduc iria
en algun nivel de proteccion cruzada con cepas de v acunas
actuales. Se llevé a cabo una evaluacion seroldgica de

aislados de campo de ambos grupos con el fin de
proporcionar informacion necesaria sobre la relacié n
seroldgica de los virus.

Los virus representativos de variantes del

grupo 1 y 2 se evaluaron en un ensayo de neutraliza cion
de una via utilizando antisueros para S1133, 2408 y un
suero hiperinmune preparado contra una variante de AV

2012 del grupo 1. Las titulaciones de VN entre los
aislados de campo y el panel de suero estuvieron en tre 2
y 16 y prueban que los aislados de campo no estan
serolégicamente relacionados con S1133, 2408 ni ent re si.
Ejemplo 2
Estudios de patogenicidad y proteccion de
progenie para la variante del reovirus del grupo 1
Este ejemplo determind la patogenicidad de los
aislados 94826 y 94594 de la variante del reovirus de AV
2012 del grupo 1 en pollos.
Experimento No. 1
Este experimento consistio en determinar si el

programa de vacunacién de reproductoras de la Compa Aia A
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proporciona una proteccion adecuada contra el aisla

AV 2012 del grupo 1 en progenie desafiada con el ai

de campo de reovirus 94826.

Pollos. Se utilizaron 80 pollos de engorde de

un dia de edad de reproductoras vacunadas de la Com

A.

do de

slado

pafiia

Cant. de

pollos

D|del
grupo

Grupo de tratamiento

20 pollos

De

sangrados para ELISA de Reovirus

(IDEXX)

20 pollos

Ing

culados con S1133

20 pollos

Ing

culados con el aislado 94826

20 pollos

Ing

culados con PBS estéril

94826 en células hepaticas de embriones de pollos

Tabla 1. Grupos de tratamiento

Virus. Se propago vy titulé el aislado de campo

primarios y se utilizé para inoculacion del almohad

plantar de pollos de un dia de edad a una dosis de

desafio de 10

3 TCID50/ave. Se utilizarda concentrado de

S1133 también titulado en células hepaticas de embr

de pollos primarios para inoculacion de la almohadi

plantar de pollos de un dia de edad a una dosis de

TCID50/ave. Los testigos negativos se someteran a u

desafio simulado a través de la almohadilla plantar

PBS estéril.

Desafio de reovirus. Se recibieron sesenta aves

de engorde comerciales el dia de

la eclosiéon y se

dividieron en 3 grupos de 20 y se colocaron en unid

de aislamiento Horsfall Bauer. Los pollos del grupo

ila

iones
lla
103

con

ades
1 se
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desangraron para ELISA de reovirus (IDEXX) y se
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sacrificaron. Los pollos de los Grupos 2-4 se inocu
a través de la almohadilla plantar con 1) PBS estér
S1133 o0 3) 94826. Esto se detalla en la Tabla 1. Se
observaron las aves a diario y se midio la hinchazé
corvejon con calibres digitales en cada grupo de
tratamiento y se registr6 cada 2 dias. El dia 14, s
sacrificaron todas las aves, se pesaron y se les re
la necropsia. Las aves fueron examinadas en busca d
lesiones macroscopicas y se examinaron las articula
de corvejones en busca de hinchazén, hemorragia y/o
ruptura. Los parametros para proteccion incluyeron
serologia el dia de la eclosion, signos clinicos,
mortalidad, peso corporal, lesiones macroscopicas Yy
evaluacion/medicion de la hinchazon del corvejéon a
largo del estudio.

Experimento No. 2

Este experimento se realiz6 para determinar si
el programa de vacunacion de reproductoras de la Co
B proporciona proteccion adecuada contra la artriti
viral en progenie desafiada con un aislado reciente
campo de reovirus de la granja de la Compaiiia B y s
utilizar o no una vacuna comercial contra el reovir
dia de edad proporciona proteccion.

Pollos. Se utilizaron 100 pollos de engorde de
un dia de edad de reproductoras vacunadas de la Com
B.

Tabla 2. Grupos de tratamiento

laron
il, 2)

n del
e
alizé

e

ciones

mpaiiia

de

us al

pafia
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Cant. de Grupo de tratamiento
pollos Didel
grupo

20 pollos Desangrados para ELISA de Reovirus
(IDEXX)

20 pollos Ingculados con PBS estéril

20 pollos Dosis completa de VA ChickVac el dia 1
y luego desafio con 94594

20 pollos % dosis de VA ChickVac el dia 1y luego
desafio con 94594

20 pollos Desafio con el aislado de campo 94594
de Sanderson

Virus. El aislado de campo de reovirus 94594 se
propago y tituld6 en células hepaticas de embriones de

pollos primarios antes del estudio. Se utlizd6 VA

ChickVac (Zoetis) para la vacunacion del dia de la

eclosion segun las recomendaciones del fabricante. Los
testigos negativos se sometieron a desafio simulado con
PBS estéril.

Desafio de reovirus. Se recibieron cien pollos

comerciales el dia de la eclosion y se dividieron e n 5

grupos iguales de 20 pollos cada uno. El grupo 1 se

desangré para ELISA de reovirus (IDEXX). Los 4 grup 0Ss
restantes se colocaron en unidades de aislamiento H osfall
Bauer bajo presion positiva de aire forzado. El dia de la
eclosion se vacuné el grupo 3 con VA ChickVac a una dosis
completa mediante administracion subcutanea, mientr as que

el Grupo 4 se vacundé con VA ChickVac a media dosis

mediante administracion subcutdnea. Esto se detalla en la
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Tabla 2. El dia 10, se obtuvieron las mediciones de las
almohadillas plantares para todos los pollos. El di a 10,
se inoculd el grupo 2 a través de la almohadilla pl antar

con 0.1ml de solucion salina tamponada con fosfato

estéril, mientas que los pollos en los Grupos 3-5 s e
desafiaron mediante inoculacion de la almohadilla p lantar
con aislado de campo 94594 a 10 3 TCID50 por ave. Las aves

se monitorearon a diario y se obtuvieron mediciones de
los corvejones cada 2 dias comenzando a los 10 dias de
edad. A los 22 dias de edad, el estudio culmind. Lo s

pardmetros utilizados para la proteccion fueron la
serologia el dia de la eclosién, los signos clinico s, la
mortalidad, el peso corporal 'y las lesiones
macroscopicas.

Resultados y andlisis

Se llevaron a cabo estudios de patogenicidad y

progenie en aves de engorde comerciales utilizando cepas
representativas de la variante de genotipo de AV 20 12 del
grupo 1. En el primer estudio, se desafio a los pol los el
dia de la eclosion a través de la almohadilla plant ar con
S1133 o un aislado de la variante de AV 2012 del gr upo 1
y se colocO un grupo para testigos negativos.
Adicionalmente, se desangré un grupo separado de ve inte
pollos el dia de la eclosion para ELISA de reovirus . Se
colocaron todas las aves en corrales de piso en jau las de
aislamiento separadas con virutas nuevas y con acce SO
libre a comida y agua. Las mediciones de las almoha dillas

plantares se tomaron cada 2 dias y las aves se
monitorearon a diario en busca de signos clinicos h asta

que finalizé el experimento el dia 14 (Figura 9). L a
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media geométrica del titulo (GMT) de ELISA de Reovi
para el grupo fue 1,212, que se considera baja para
pollos en el dia de la eclosion. Se observoé tenosin
clinica y supresion considerable del peso corporal
en S1133 como en grupos desafiados con la variante
reovirus (Figuras 10 y 12). Mientras que los pollos
S1133 se vieron mas gravemente afectados por la coj
que aquellos desafiados con la variante, hubo una
incidencia mas alta de hinchazon alrededor del tend
flexor digital en el grupo desafiado con la variant
(Figura 11). Otros signos clinicos observados en lo
grupos desafiados incluyeron hidropericardio e
inflamacion del corvejon (Figura 12). Las titulacio
reovirus del dia de la eclosion fueron bajas y, por
tanto, los anticuerpos derivados maternales del pro
de vacunacion de la Compafiia A no proporcionaron
suficiente proteccion contra el desafio con las var
del Grupo 1. Adicionalmente, el aislado de campo
reprodujo la enfermedad clinica observada en el cam
se confirmé como el agente causante de la enfermeda

En el segundo estudio, se desafiaron pollos de
engorde comerciales con una variante del Grupo 1 a
dias de edad a través de la almohadilla plantar y e
estudio finalizé a los 23 dias de edad. La GMT de E
de reovirus obtenida de suero recolectado el dia de
eclosion fue 4,900. En este estudio, los pesos corp
medios solamente fueron levemente mas bajos en el g
desafiado en comparacibn con los testigos negativos
(Figura 13). Sin embargo, el grupo desafiado mostro

signos clinicos y lesiones macroscopicas caracteris

rus
ovitis
tanto
de
con

era

on

nes de
lo

grama

iantes

poy

los 12

LISA

orales

rupo

ticas
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de artritis viral/tenosinovitis (Figura 14). Al igu al que
en el primer estudio, se observé hinchazén alrededo r del
tenddn flexor digital, asi como hidropericardio en las

aves desafiadas (Figuras 12 y 13). A partir de este

estudio, se puede concluir que los pollos con nivel es mas
altos de anticuerpos de reovirus derivados material es no
estaban protegidos contra el desafio con la variant e del

grupo 1.

Adicionalmente, se evalud el uso de la vacuna

contra el reovirus comercial administrada por via

subcutanea a una dosis completa y media dosis el di a de
la eclosién a aves de engorde comerciales con poste rior

desafio con una variante del Grupo 1 a los 12 dias de
edad. Mediante los mismos parametros que en los est udios

anteriores, observamos signos clinicos y lesiones

macroscopicas caracteristicas de AV/tenosinovitis e n
todos los grupos desafiados. Como dato interesante, la
incidencia de hidropericardio y corvejones hinchado s fue
mas alta en los grupos que se vacunaron y desafiaro n, sin
importar la dosis, en comparacion con el grupo de s olo

desafio (Figura 14).

En resumen, se han aislado variantes de

reovirus de casos clinicos de artritis
viral/tenosinovitis 'y son genética y antigénicament e
distintas a las cepas de vacunas de reovirus actual es. Se
identificaron dos grupos distintos como reovirus de AV de

variante 2012 del Grupo 1 y Grupo 2 en base a la
caracterizacion genética y serologica. Los estudios in
Vi vo sugieren que las vacunas comerciales actuales no

proporcionan proteccion contra el desafio con las
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variantes 2012 del Grupo 1 en pollos con anticuerpo
contra reovirus derivados maternales. A continuacio
el Ejemplo 3, se describen estudios in
aislado representativo del Grupo 2. Los reovirus de
variantes del Grupo 1y 2 se han aislado o detectad
casos clinicos de tenosinovitis de numerosos estado
dentro de los Estados Unidos y Canada, siendo el nu
de aislados que pertenecen al Grupo 1 superior al d
Grupo 2. No se conoce el origen de estos virus.
Ejemplo 3

PCT/US2015/013449

n, en

Vi vo con un
las
0 para

Estudios de patogenicidad para la variante de

reovirus del Grupo 2

Los procedimientos descriptos en mas detalle en

el Ejemplo 2 se utilizaron para
patogenicidad de una variante de reovirus del Grupo
aves de -engorde comerciales. Se
representativa de la variante de genotipo de AV 201
(Ck/96139 Tenddn/GA/2012).

tratamiento son como se describe en la Tabla 3.

Grupo 2 Los

Tabla 3. Grupos de tratamiento

grupos

mero
el
caracterizar la
2 en
utiliz6 una cepa
2 del

de

Grupos

Tratamiento

10 aves de engorde

comerciales de 1 dia de edad

Desangradas para ELISA de
Reovirus (IDEXX)

10 aves de engorde

comerciales de 1 dia de edad

Inoculadas con la Variante
del Grupo 2

10 aves de engorde

comerciales de 1 dia de edad

Inoculadas con PBS estéril

Los pollos se
almohadilla plantar

con 0.1 ml

inocularon a

través de la

de solucién salina
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tamponada con fosfato estéril o aislado de campo 99 6139 a

103 TCID50 por ave. Los parametros utlizados para

proteccion fueron la serologia el dia de la eclosio n, los

signos clinicos, la mortalidad, el peso corporal y las
lesiones macroscopicas. Se evalud y se midié la hin chazon
de la almohadilla plantar y la hinchazén de los ten dones

a lo largo de todo el estudio.

Resultados y analisis

La serologia del dia de la eclosion por ELISA
de Reovirus (IDEXX) se muestra en la Figura 17.
Especificamente, la media es 511, la GMT es 385, la DE es
343y el CV% es 66.8%.

Tal como se muestra en la Figura 18, el desafio
con el Grupo 2 reduce el peso corporal. Especificam ente,
se observl una supresion del peso corporal de 8% en las
aves desafiadas con el Grupo 2.

La Figura 19 muestra las mediciones del dia 14
de la hinchazén de la almohadilla plantar como un
porcentaje del peso corporal, mientras que la Figur a 20
muestra mediciones de tendinitis como un porcentaje del
peso corporal para aves desafiadas con el Grupo 2.

La necropsia y los hallazgos histolégicos para
las aves desafiadas con el Grupo 2 son las siguient es:
2/10 aves con tendones rotos; 5/10 aves con tenosin ovitis
linfocitica  (vaina del tenddn); 2/10 aves con
hidropericardio; y 2/10 aves con epicarditis linfoc itica
y miocarditis. No se observaron lesiones considerab les en
el higado o duodeno.

De esta forma, el desafio con el Grupo 2

resultdé en una supresion leve del peso. Se observd
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hidropericardio, tendones hinchados y unos pocos te
rotos en las aves desafiadas con el Grupo 2. Asimis
observaron lesiones histologicas  consistentes  con
reovirus en el corazon y los tendones.

En conclusion, tanto las variantes del Grupo 1
como las del Grupo 2 se aislan a partir de casos cl
de artritis viral en aves de engorde comerciales. T
las variantes del Grupo 1 como las del Grupo 2 repr
tenosinovitis, incluido hidropericardio e hinchazén
tendones observados macroscépicamente y se observar
cambios histolégicos consistentes con reovirus en
corazones Yy tendones. Las variantes del Grupo 1 son
prevalentes. Las vacunas comerciales actuales no pa
proporcionar una protecciéon adecuada en aves de eng
De esta forma, una vacuna autdégena parece ser la an
opcion para el control.

Ejemplo 4

Ensayo de placa para reovirus aviar

Siembra de células hepaticas de embriones de

pollo en placas de 35 mm:

-El dia anterior a realizar el ensayo, agregar
Células Hepaticas de Embriones de Pollos (CELIC) en
placas de petri (2 ml/placa de petri).

-Colocar las placas de 35 mm en la incubadora a
37°C (durante la noche, al menos mas de 12 horas).

Procedimiento para el ensayo de las placas:

-Retirar el medio (M199/F10+10% de FBS) de las

CELIC confluentes.

PCT/US2015/013449

ndones
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-Agregar 200 ul del virus (10 2 TCID s0) a la

placa.
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-Treinta minutos después, agregar 2 ml de
M199/F10+2% de CS con virus diluido a la placa y ag itar
suavemente la placa.

-Incubar la placa durante 3-4 horas a 37°C.

-Durante ese tiempo, preparar 2 ml por placa: 1

ml (2x de concentracion de M199/F10 +5% de CS) + vy 1 ml
de 3% de Agarosa SeaPlaque en H 2O con grado de cultivo
celular.

-Después de 3-4 horas, sacar la placa de la
incubadora y retirar el sobrenadante (1,200 ub).

-Ahora, 2 ml/ pocillo de la transparencia
preparada, e incubar durante 2-3 dias a 37°C.

Tincibn después de 2-3 dias (Generalmente
intentar tefiir 2 dias después de la inoculacién, si pasan
mas de 3 dias las células empezaran a morir y las p lacas
pueden no estar bien):

-Preparar 10% de rojo Neutral filtrado diluido
en agua con grado de cultivo celular.

-Agregar 1 ml/placa.

-Incubar durante al menos 2 horas (2- 4 horas)
en la incubadora.

-Después de un par de horas, las placas
pareceran claras.

Resultados: Las células vivas se tefiran de
rojo. Las placas permaneceran sin tefirse.

Ejemplo 5

Secuencias de proteina sigma C del Grupo | y el
Grupo 2

Siguiendo los procedimientos descriptos en mas

detalle en el Ejemplo 1, se determinaron las secuen cias
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de nucleotidos que codifican la proteina sigma C y
secuencias de aminoacidos de sigma C codificadas de
variantes de reovirus aviares del Grupo 1 y el Grup
La Figura 21 muestra el Numero de Acceso de GenBank
de secuencia, designacién del aislado, tipo de teji
gue se aislaron los virus, fecha de recoleccion, es
pais de aislamiento y fuente de aislamiento para lo
aislados. Las células hepaticas de embriones de pol
sirven como huésped de laboratorio para los 122 ais

Ejemplo 5

Atenuacion de variantes de reovirus aviares del
Grupo |y el Grupo 2

Los aislados de reovirus aviar del Grupo | y el
Grupo 2 enumerados en la Figura 21 incluidos, a mod
taxativo, los aislados 94826 y 94594 (ambos aislado
Grupo 1) y el aislado 96139 (un aislado del Grupo 2
atenuaran mediante pase en huevos o lineas celulare
tales como por ejemplo, células hepaticas de embrio
pollos (CELIC). Se realizara una preparacion del vi
purificada con placas y clonal después de cada pase
utilizara para la siguiente ronda de atenuacion. Se
evaluara la patogenicidad y efectividad de la vacun
un aislado después de cada 25 pases aproximadamente
ejemplo, después de aproximadamente 25, aproximadam
50, aproximadamente 75, aproximadamente 100
aproximadamente 125 pases. La secuencia de aminoaci
la proteina sigma C puede obtenerse para cepas aten

La divulgacion completa de todas las patentes,
solicitudes de patente y publicaciones, asi como el

material disponible por medios electronicos (inclui

PCT/US2015/013449
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por ejemplo, presentaciones de secuencias de nucleo tidos
en, por ejemplo, GenBank y RefSeq, y presentaciones de
secuencias de aminoacidos en, por ejemplo, SwissPro t,
PIR, PRF, PDB, y traducciones de regiones de codifi cacion
anotadas en GenBank y RefSeq) citadas en la present e se
incorporan a la presente a modo de referencia. En ¢ aso de

que exista incoherencia entre la divulgacion de la

presente solicitud y la divulgacion de cualquier

documento incorporado a la presente a modo de refer encia,
regirdA la divulgacion de la presente solicitud. La

descripcion detallada y los ejemplos precedentes se han
proporcionado a efectos de claridad y comprension

anicamente. No deben comprenderse limitaciones
innecesarias a partir de los mismos. La invencion n 0 esta
limitada a los detalles exactos que se muestran y s e
describen, dado que las variaciones evidentes para los

expertos en la técnica se incluiran dentro de la
invencion definida en las reivindicaciones.

Listado libre de secuencias

SEQ ID NO:1

Secuencia de nucledtidos de S1 que codifica la

proteina sigma C (pares de bases 1-931) del aislado de
campo 94594 de la variante de AV 2012 del grupo 1

SEQ ID NO:2

Secuencia de aminoacidos de S1 de sigma C
(aminoacidos 1-310) del aislado de campo 94594 de | a
variante de AV 2012 del grupo 1

SEQ ID NO:3
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Secuencia de nucledtidos de S1 que codifica la
proteina sigma C (pares de bases 1-931) del aislado
campo 94826 de la variante de AV 2012 del grupo 1

SEQ ID NO:4

Secuencia de amino4cidos de S1 de sigma C
(aminoacidos 1-310) del aislado de campo 94826 de |
variante de AV 2012 del grupo 1

SEQ ID NO:5

Secuencia de nucle6tidos de S1 que codifica la
proteina sigma C (pares de bases 1-931) del aislado
campo 96139 de la variante de AV 2012 del grupo 2

SEQ ID NO:6

Secuencia de aminoacidos de S1 de la proteina
sigma C (aminoacidos 1-310) del aislado de campo 96
la variante de AV 2012 del grupo 2

SEQ ID NO:7 cebador de PCR P1

SEQ ID NO:8 cebador de PCR P4

Se hace constar que con relacion a esta fecha,
el mejor método conocido por la solicitante para Il
la practica la citada invencion, es el que resulta

de la presente descripcion de la invencion.

de

de

139 de

evar a

claro



