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DESCRIPCION
Método para la preparacion de virus y proteinas del PRRS, y kits de pruebas de diagnéstico para su deteccion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a dispositivos y a métodos para la deteccion de anticuerpos que reconocen una o
mas proteinas y/o antigenos del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV). Los anticuerpos
pueden estar en un fluido biolégico de un sujeto infectado o en riesgo de infectarse con el PRRSV. La invencion se
puede aplicar ventajosamente tanto al diagndstico como a la prevencion de la infeccion por PRRSV.

Antecedentes de la invencion

Una de las principales causas de pérdidas econdmicas en la industria porcina de EE.UU. es el virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) o PRRSV. EI PRRSV es el agente causante de problemas de
reproduccion y trastornos respiratorios en cerdos. Las pérdidas econémicas asociadas con el PRRS se deben
principalmente a su implicacion en el aborto de hembras prefiadas y en el complejo respiratorio porcino (CRP) en
cerdos en crecimiento. Se han puesto en practica diferentes medidas de control, incluyendo el uso de una vacuna y
cambios en la gestion. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 5.690.940. Sin embargo, a pesar de la
vacunacion rutinaria, los brotes del PRRSV en las granjas de cerdos son frecuentes.

Los brotes se deben mas comunmente a la falta de medidas en materia de bioseguridad. La baja deteccion de
cerdas jovenes de reposicion infectadas con el PRRSV en las piaras ha sido una causa comun de deficiencias en
bioseguridad. Estos problemas se podrian evitar si las granjas contaran con un método sencillo y econémico para
analizar la infecciéon por PRRSV. Dicho método también se puede aplicar para comprobar si las cerdas estan
produciendo lechones destetados negativos y durante los procedimientos de aclimatacion.

Para analizar los anticuerpos contra el PRRSV, los veterinarios deben recoger muestras de sangre y enviarlas a un
laboratorio de diagndstico veterinario. En la actualidad, el ELISA, la prueba de inmunofluorescencia indirecta y el
ensayo de inmunoperoxidasa en monocapa son métodos comunes de laboratorio para la deteccion de anticuerpos
contra el PRRSV. Sin embargo, estos métodos requieren equipos costosos y técnicas de laboratorio cualificadas.
Para el uso de estas técnicas, se requieren al menos 3 dias, incluyendo el tiempo del envio por correo, para obtener
un resultado. Ademas, los productores de cerdos tienen que incurrir en gastos para la recogida de las muestras y su
envio a un laboratorio de diagndstico. Una prueba de campo sencilla y rapida para la deteccion de anticuerpos
contra el PRRSV seria muy util en los laboratorios de las clinicas veterinarias o granjas porcinas. En general, la
erradicacion de la enfermedad con una vacuna contra el PRRSV no ha sido satisfactoria a nivel agropecuario. Los
métodos tales como la despoblacion total y la repoblacion han demostrado ser eficaces para la erradicacion en la
granja. Sin embargo, tales métodos no se pueden usar en todas las granjas y son relativamente caros de realizar.

Por otra parte, dichos métodos dependen de la deteccién del PRRSV. Se han descrito las secuencias de acidos
nucleicos y proteinas codificadas de algunas cepas del PRRSV. La deteccion del PRRSV a través de muestras de
tejido, incluyendo el tejido pulmonar, también se ha tratado (véase el documento WO 96/06619), lo que coincide con
la observacion de que el PRRSV se replica preferentemente en los macréfagos alveolares del pulmén. Tras la
infeccion por via oronasal, el PRRSV replicado en los macrofagos pulmonares continda hasta los ganglios linfaticos
pulmonares y luego hasta los diferentes 6érganos por el torrente sanguineo.

La mencion de los documentos en la presente memoria no pretende indicar que alguno de ellos sea técnica anterior
pertinente. Todas las afirmaciones con respecto a la fecha o representacién en cuanto al contenido de los
documentos se basan en la informacién disponible para el solicitante y no constituyen admision alguna en cuanto a
la exactitud de las fechas o el contenido de los documentos.

Breve resumen de la invenciéon

La presente invencién proporciona un método para la preparacion de una composicidon vacunal que contiene
proteinas y antigenos del virus del PRRS de células infectadas con el virus PRRS, comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar una poblacion de células infectada con el virus del PRRS;

(b) separar dichas células infectadas del virus del PRRS libre de células para formar células aisladas que
contengan proteinas y antigenos del virus del PRRS asociadas con las células; y

(c) extraer o eluir las proteinas y los antigenos del virus del PRRS de las células aisladas con una solucion
que contenga detergente para producir una preparacion que comprenda proteinas y antigenos del virus del
PRRS;y

(d) combinar dicho extracto o eluido con un adyuvante para formar una composicién vacunal.

La presente invencion también se refiere a dispositivos y métodos para la deteccion de la infeccion de un sujeto por
el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) o PRRSV. La deteccion se realiza mediante el uso
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de composiciones que contienen una o mas proteinas y/o antigenos codificados por el PRRSV que se unen a
anticuerpos contra dichas proteinas. Por lo tanto, la invencion se puede considerar como aquella basada en el
principio de "captura de anticuerpos" seguida de la deteccién de los anticuerpos. Los anticuerpos son los que estan
presentes en un sujeto infectado con el PRRSV, pero ausentes en individuos no infectados.

La una o mas proteinas codificadas por el virus del PRRS pueden incluir la proteina de la nucleocapside (N) y/o una
0 mas proteinas de la envoltura viral ("E"). Las proteinas también pueden ser glucoproteinas que se encuentran en
la superficie de las células infectadas por el PRRSV. Las proteinas también se pueden considerar antigenos del
PRRSV usados contra anticuerpos detectados en un sujeto, donde los anticuerpos reconocen las proteinas del
PRRSV vy, por lo tanto, el PRRSV.

La/s proteina/s y/o los antigenos del PRRSV se pueden usar ventajosamente en kits, dispositivos y métodos para
detectar la infeccion por PRRSV en los primeros momentos, en base a la deteccién de anticuerpos contra el PRRSV.
Dichos métodos de deteccion se basan en la presencia de anticuerpos, en un sujeto infectado poco tiempo después
de la infeccidn, contra al menos una proteina y/o antigenos del PRRSV segun lo descrito en la presente memoria.

Las composiciones que contienen una o mas proteinas y/o antigenos expresados por el PRRSV se pueden usar en
la preparacion o el uso de un kit o dispositivo segun lo descrito en la presente memoria. El dispositivo puede ser una
placa que esta revestida de una composicion descrita en la presente memoria. Los ejemplos no restrictivos de
dichas placas incluyen placas de Petri de varios tamafios, asi como los pocillos de una placa de microtitulacion. La
placa se puede usar en una prueba de diagndstico para los anticuerpos contra una o mas proteinas y/o antigenos
del PRRSV contenidos en la composiciéon. Por lo tanto, dichos dispositivos se pueden usar para detectar la
presencia de anticuerpos contra una o mas proteinas y/o antigenos del PRRSV en la composicion. Los anticuerpos
que se van a detectar pueden estar en una muestra de un fluido bioldgico, y si los anticuerpos estan presentes,
sirven como indicador de la infeccion por PRRSV en el sujeto del que se tomé la muestra. Asi pues, los dispositivos
se pueden usar como un medio rapido de diagndstico de la presencia de infeccion por PRRSV.

En el centro de dicho dispositivo hay una forma inmovilizada de una o mas proteinas y/o antigenos del PRRSV
presentes en la composicion. Una proteina y/o un antigeno del PRRSV se puede inmovilizar directamente, tal como
por adsorcion (por ejemplo, revestimiento) o por conjugacion a una superficie de un dispositivo como ejemplos no
restrictivos. Como alternativa, la proteina y/o el antigeno se pueden inmovilizar indirectamente, tal como mediante el
uso de un agente que se una a la proteina y/o al antigeno o mediante el uso de un ligador que se una tanto a la
superficie como a la proteina o al antigeno. Por lo tanto, la/s proteina/s y/o el/los antigeno/s inmovilizado/s del
PRRSV se pueden considerar un "agente de captura” para la unién por un anticuerpo contra la/s proteina/s y/o el/los
antigeno/s para formar un complejo inmovilizado que contenga la/s proteina/s y/o el/los antigeno/s. El "agente de
captura" inmovilizado se puede considerar, por supuesto, un agente para "capturar" un anticuerpo que se una al
agente.

Entonces, el complejo se puede detectar mediante el uso de un "agente detector", tal como un reactivo marcado que
se una el complejo, segun lo descrito en la presente memoria. Si se une a un complejo, el "agente detector" indica la
presencia de anticuerpo contra el PRRSV en una muestra. En algunas realizaciones, el "agente detector" es un
anticuerpo secundario marcado que se une a los anticuerpos, si estan presentes en la muestra, que se han
inmovilizado como parte del complejo. La presencia del anticuerpo contra el PRRSV se puede usar como indicador
de la infeccion por PRRSV en el sujeto del que se obtuvo la muestra. La ausencia del anticuerpo contra el PRRSV
indicaria la ausencia de infeccion. La muestra es preferentemente de un sujeto porcino, u otro sujeto sospechoso de
estar infectado con el PRRSV, pero, en los dispositivos descritos en la presente memoria, se puede usar cualquier
sujeto que pueda estar infectado por el PRRSV o un portador del PRRSV.

El "agente detector" se puede marcar para permitir la deteccion directa, tal como mediante conjugacién con un
marcador particulado que sea visible por el ojo humano tras una agregacion suficiente. Como alternativa, el agente
se puede marcar para la deteccion indirecta, tal como mediante conjugacion con una enzima que se detecte en base
a su actividad en un sustrato detectable o para producir un producto detectable. Por supuesto, el "agente detector”
puede ser un "agente secundario” que se una a un agente de unién "primario" marcado o no marcado que se una al
complejo.

Un dispositivo también puede contener un sitio de control o una regién de control en el mismo que confirme el
correcto funcionamiento del dispositivo independientemente de si los anticuerpos contra el PRRSV estan presentes
en una muestra aplicada al dispositivo. Dicho control se puede basar en la detecciéon de otra entidad molecular o
macromolecular presente en la muestra.

Sin quedar ligados al formato del dispositivo usado, la/s proteina/s y/o el/los antigeno/s del PRRSV, y las
composiciones que los comprenden, también se pueden usar en un método de deteccion de anticuerpos contra la/s
proteinals y/o el/los antigeno/s del PRRSV. Dichos métodos se pueden disefiar para detectar dichos anticuerpos en
un fluido biolégico de un sujeto, tal como un individuo sospechoso de estar infectado con el PRRSV. El método
comprende poner en contacto la muestra, o una forma diluida de la misma, con la/s proteina/s y/o el/los antigeno/s
codificado/s por el PRRSV y determinar si hay algun anticuerpo en la muestra que se una a la/s proteina/s y/o al/a
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los antigeno/s. La unién de un anticuerpo a una proteina y/o antigeno del PRRSV forma un complejo que se puede
detectar para indicar la presencia del anticuerpo y, por lo tanto, indica la presencia de una infeccion por PRRSV en
el sujeto del que se obtuvo la muestra. La muestra es preferentemente de un sujeto porcino, pero se puede usar
cualquier sujeto que pueda estar infectado por el PRRSV o un portador del PRRSV.

La seleccion de fluidos bioldgicos que se pueden usar incluye cualquier fluido en el que los anticuerpos contra una
proteina y/o un antigeno del PRRSV puedan estar presentes de manera detectable. Los ejemplos no restrictivos
incluyen las secreciones corporales de un sujeto tales como sangre, suero, plasma, saliva, lagrimas, mucosidad,
secreciones nasales y secreciones vaginales. Como es evidente, las diluciones de dichos fluidos también se pueden
usar como la muestra en la practica de la invencion. Se puede usar un diluyente que contenga EDTA u otro quelante
de cationes divalentes en una proporciéon de 1:1 con una muestra de fluido biolégico de un sujeto. Con muestras de
suero o plasma, se puede omitir la dilucién.

La muestra es preferentemente de un individuo sospechoso de estar infectado con el PRRSV debido a la presencia
de sintomas indicativos de una infeccion. Como alternativa, los métodos descritos en la presente memoria se
pueden usar como parte los rastreos rutinarios de animales, tales como los de una granja para permitir la rapida
identificacion y el aislamiento de los individuos infectados. Los métodos también se pueden usar en casos
especificos tales como antes del transporte o la transferencia de un animal de un lugar a otro para permitir la
identificacion de la infeccion y evitar la propagacion de la misma. El sujeto puede ser un cerdo y, por lo tanto, la
muestra puede ser de un fluido corporal o secrecion de un cerdo. Los ejemplos no restrictivos de cerdos de los que
se pueden obtener muestras para su uso segun lo descrito en la presente memoria incluyen cerdos macho, cerdas
jovenes, cerdas, cerdos de engorde, cerdos de destete y lechones. Los cerdos pueden variar en cualquier edad
desde el nacimiento hasta la muerte. Los ejemplos no restrictivos incluyen el uso de cerdos de aproximadamente 30
a aproximadamente 40, 41 a aproximadamente 50, o 51 a alrededor de 60 dias 0 mas de vida.

La presente invencion proporciona un método basado en un ensayo enzimatico de inmunodifusion vertical (VIDEA).
El método utiliza proteina y/o antigeno del PRRSV inmovilizado que se separa por una barrera permeable de una
muestra que contiene, o es sospechosa de contener, anticuerpos contra el PRRSV. Se dispone la muestra hacia la
barrera a través de un material poroso, y los anticuerpos contra el PRRSV de la muestra se difunden a través de la
barrera permeable, entrando en contacto con la proteina y/o el antigeno del PRRSV. EI contacto entre los
anticuerpos y la proteina/el antigeno produce la formaciéon de un complejo, que posteriormente se detecta para
indicar la presencia de los anticuerpos en la muestra. La deteccion puede ser en forma de una superficie en la que
los complejos estén presentes. La barrera permeable es agar o agarosa. Por consiguiente, la invencion proporciona
un método de ensayo enzimatico de inmunodifusion vertical (VIDEA), comprendiendo dicho procedimiento:

(a) proporcionar un dispositivo de diagnéstico que comprende al menos una superficie revestida con una o
mas proteinas y antigenos del virus del PRSS preparados mediante (i) el suministro de una poblacion de
células infectadas con el virus del PRRS; (i) la separacion de dichas células infectadas del virus del PRRS
libre de células para formar células aisladas que contengan proteinas y antigenos del virus del PRRS
asociados con las células; y (iii) la extraccion o elucion de las proteinas y los antigenos del virus del PRRS de
las células aisladas con una solucidon que contenga detergente; habiendo sido dicha superficie recubierta con
una capa de agar o agarosa sobre dicha al menos una superficie;

(b) poner en contacto la superficie de agar o agarosa con un material poroso que comprenda una muestra
que contenga anticuerpos obtenida de un sujeto;

(c) incubar dicho dispositivo durante un periodo suficiente para permitir la difusién del material de dicha
muestra a dicha uno o mas superficies, teniendo lugar dicho periodo opcionalmente después de retirar el
material poroso; y

(d) detectar la presencia de anticuerpos en la superficie de la placa tras retirar el agar o la agarosa.

La presente invencién también proporciona un método basado en un ensayo enzimatico de inmunodifusion
horizontal (HIDEA). EI método se parece al del VIDEA descrito anteriormente en que ambos utilizan proteina y/o
antigeno del PRRSV inmovilizado. El formato de HIDEA incluye la separacién, por una barrera permeable, de la
proteina/antigeno inmovilizado de una muestra que contiene, o es sospechosa de contener, anticuerpos contra el
PRRSV. La muestra se dispone hacia la barrera directamente, de modo que los anticuerpos contra el PRRSV se
difunden a través de la barrera permeable, entrando en contacto con la proteina y/o el antigeno del PRRSV. La
difusion también puede irradiarse hacia fuera desde el punto de contacto de la muestra con la barrera. El contacto
entre los anticuerpos y la proteina/el antigeno produce la formacion de un complejo, que se puede detectar para
indicar la presencia de los anticuerpos en la muestra. La deteccion puede ser en forma de un circulo o anillo en el
que los complejos estén presentes. La barrera permeable es agar o agarosa. Por consiguiente, la invencion
proporciona un método de ensayo enzimatico de inmunodifusién horizontal (HIDEA), comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar un dispositivo de diagnéstico que comprende al menos una superficie revestida con una o
mas proteinas y antigenos del virus del PRSS preparados mediante (i) el suministro de una poblacion de
células infectadas con el virus del PRRS; (i) la separaciéon de dichas células infectadas del virus del PRRS
libre de células para formar células aisladas que contengan proteinas y antigenos del virus del PRRS
asociados con las células; y (iii) la extraccion o elucion de las proteinas y antigenos del virus del PRRS de las
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células aisladas con una solucidon que contenga detergente; habiendo sido dicha superficie recubierta con una
capa de agar o agarosa que comprende una o mas hendiduras para recibir una muestra, sobre dicha al
menos una superficie;

(b) poner en contacto la una o mas hendiduras con una muestra que contenga anticuerpos obtenida de un
sujeto;

(c) incubar dicho dispositivo durante un periodo suficiente para permitir la difusién del material de dicha
muestra a dicha uno o mas superficies; y

(d) detectar la presencia de anticuerpos en la superficie de la placa tras retirar el agar o la agarosa.

Los diversos aspectos de la invencion se contemplan para su uso en relacién con todas las cepas del PRRSV que
estan relacionadas antigénicamente con las cepas de América del Norte. Por lo tanto, la invencion se puede
considerar de una manera mas general como aquella basada en la/s proteina/s de cualquier virus del PRRS.

Ademas, en la presente memoria, se describen métodos relativos a la produccién de dichos dispositivos. Por lo
tanto, en la presente memoria, se describen métodos de preparacion de los componentes de los kits, dispositivos y
métodos. Se puede usar un método de preparacion de proteinas del PRRSV a partir de células infectadas con el
mismo. Las proteinas se recogen poco después de la infeccion cuando la mayoria, o la totalidad, de las proteinas
permanecen asociadas a las células infectadas. Dicho de otra manera, la mayoria o la totalidad de proteinas
codificadas por el PRRSV bien estan dentro de las células infectadas o asociadas a la membrana celular de las
células infectadas. En dichas condiciones, relativamente pocas, si es que alguna de las particulas del PRRSV esta
presentes en el medio extracelular fuera de las células.

En la presente memoria, se describen métodos para la inmovilizacién de un primer agente de unién tal como, pero
sin limitacion, la proteina N y/o una o mas proteinas de la envoltura del PRRSV, en al menos una superficie de un
dispositivo segun lo descrito en la presente memoria.

Se pueden usar kits que comprenden los dispositivos descritos en la presente memoria o para la practica de los
métodos descritos en la presente memoria. Otros aspectos adicionales incluyen composiciones y articulos de
fabricacion para su uso en la practica de uno o mas métodos descritos en la presente memoria. Los ejemplos no
restrictivos de dichas composiciones incluyen aquellas para su uso en la preparacion de un kit o dispositivo descrito
en la presente memoria. Los ejemplos no restrictivos de los kits incluyen aquellos que comprenden una o mas
composiciones o agentes, o uno o mas dispositivos, para su uso en los métodos divulgados en la presente memoria.

En la figura anexa y la descripcién que se presenta a continuacién se exponen los detalles de una o mas
realizaciones de la invencion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la
figura y la descripcion detallada, asi como de las reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una representacion esquematica de dos ensayos enzimaticos de inmunodifusion (IDEA). Se muestran
las realizaciones vertical (VIDEA) y horizontal (HIDEA), junto con una representacion de como las posiciones 1,2y 3
muestran resultados positivo, negativo y positivo, respectivamente.

Definiciones

Como se usan en la presente memoria, las expresiones “virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRS)” o “PRRSV” se refieren a un virus que causa el PRRS, la enfermedad misteriosa del cerdo (MSD), el
sindrome respiratorio y de infertilidad porcino (SIRS), que antes se conocia como "sindrome de la oreja azul",
sindrome respiratorio y de aborto epidémico porcino (PEARS), sindrome de Wabash, enfermedad porcina misteriosa
(MPD), peste porcina, enfermedad de aborto azul o enfermedad de la oreja azul en el Reino Unido, abortus blau en
los Paises Bajos, seuchenhafter spatabort der schweine en Alemania y la enfermedad Heko-Heko.

La proteina del PRRSV se refiere a cualquier producto polipeptidico codificado por el genoma del PRRSV y/o
producido soélo como resultado de la infeccion por PRRSV o del ciclo de vida del PRRSV. Asi pues, los polipéptidos
especificos del PRRSV vy, por lo tanto, no codificados ni expresados por una célula infectada por el PRRSV
pertenecen al alcance de la expresion. No se incluyen los polipéptidos endégenos codificados por una célula
infectada por el PRRSV, pero no expresados en ausencia de infeccion por PRRSV y/o del ciclo de vida del PRRSV.
Sin embargo, los polipéptidos enddgenos expresados s6lo como consecuencia de la infeccion por PRRSV y/o del
ciclo de vida del PRRSV estan dentro del alcance de la expresion. La expresion también incluye formas alternativas
de los polipéptidos debidas a los cambios en la estructura secundaria y/o terciaria, tales como los que resultan de la
desnaturalizacion parcial o sustancial de las proteinas como ejemplo no restrictivo. Asi pues, las formas
desnaturalizadas de los polipéptidos pertenecen al alcance de la expresion.

Antigeno del PRRSV se refiere a cualquier porcion o fragmento de un polipéptido del PRRSV que es reconocido por
un anticuerpo contra el PRRSV. En algunos casos, la parte o el fragmento puede ser un péptido con un resto unido
tal como, pero sin limitacién, un resto de azucar, un resto fosfato o un resto lipidico. Como alternativa, la parte o el
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fragmento puede ser un péptido sin ninguin resto no peptidico unido.
Descripcion detallada de los modos de poner en practica la invencion

En la presente memoria, se describen kits, dispositivos y métodos dirigidos a la deteccion de anticuerpos contra el
PRRSV. La deteccion se basa en el uso de una o mas proteinas y/o antigenos codificados por el PRRSV que se
unen a anticuerpos contra dichas proteinas. Los anticuerpos son los presentes en un sujeto infectado con el PRRSV,
pero ausentes en individuos no infectados. La invencién se puede considerar como un ensayo de "captura de
anticuerpos”, donde se detecta el anticuerpo capturado. La invenciéon también se puede considerar como aquella
que proporciona métodos basados en inmunodifusion para la deteccién de anticuerpos contra el PRRSV.

La invencidon se basa en parte en el reconocimiento de que las proteinas estructurales del PRRSV, incluyendo la
proteina de la nucleocapside (N), la proteina asociada a la membrana (M) y al menos 4 proteinas de la envoltura (E),
se pueden usar para detectar anticuerpos en un sujeto infectado con el PRRSV. Dicho de otra manera, la invencion
se basa en parte en el descubrimiento de que los anticuerpos contra estas proteinas y/o sus porciones antigénicas
estan presentes en sujetos infectados con el PRRSV de modo que la detecciéon de los anticuerpos proporciona un
medio ventajoso para indicar que un sujeto esta infectado con el PRRSV.

La invencion también se basa en parte en el descubrimiento de que se pueden usar ciertas condiciones y protocolos
para obtener una composicion de proteinas y/o antigenos del PRRSV que contiene una alta concentracion de
proteinas E en relacién con otras proteinas y/o antigenos del PRRSV. Asi pues, la invencion incluye un método de
preparacion de proteinas y/o antigenos del PRRSV a partir de células infectadas con el mismo. Las proteinas y/o
antigenos se extraen poco después de la infeccion cuando la mayoria, o la totalidad, de las proteinas permanecen
asociadas a las células infectadas o, de lo contrario, forman parte de un componente viral asociado con las células
(CAVC) de la invencion. Dicho de otra manera, la mayoria o la totalidad de las proteinas y/o los antigenos del
PRRSV esta bien dentro de las células infectadas o asociada a la membrana celular de las células infectadas. En
dichas condiciones, relativamente pocas, si es que alguna de las particulas del PRRSV esta presentes en el entorno
extracelular. La invencién se basa en parte en el descubrimiento inesperado de que las células infectadas durante
un periodo relativamente corto de tiempo pueden producir cantidades suficientes de proteinas codificadas por el
PRRSV que son adecuadas para su uso en los métodos de deteccion de la invencién. La preparacion del CAVC
poco antes de la produccion de las particulas del PRRSV y/o la liberacion de las mismas en el entorno extracelular
también tiene la ventaja de aportar una mayor seguridad, en tanto en cuanto no hay particulas virales infecciosas
presentes como contaminantes.

La célula infectada puede ser cualquiera que sea capaz de ser infectada productivamente por el PRRSV. Los
ejemplos no restrictivos incluyen las células porcinas, bien in vitro o in vivo. Un ejemplo no restrictivo de las células
in vitro es el de células primarias de un sujeto porcino que estan infectados con el PRRSV. Un ejemplo no restrictivo
de células in vivo son macrofagos alveolares porcinos (PAM) que son infectados con el PRRSV por via oronasal y
luego extraidos posteriormente para la preparacion de proteinas y/o antigenos del PRRSV. Otro ejemplo no
restrictivo es con el uso de la linea celular de simio MARC-145. Las proteinas y/o los antigenos del PRRSV
producidos por el método incluyen al menos una de entre las proteinas N, M, y E del PRRSV. Las combinaciones de
estas proteinas también se pueden preparar a partir de células descritas en la presente memoria. Las proteinas/los
antigenos preparados pueden tener una alta proporcion del proteinas E en relacion con las proteinas N y M.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método para la preparaciéon de una composicidon vacunal que contiene
proteinas y antigenos del virus del PRRS a partir de células infectadas por el virus del PRRS, donde el método
comprende: a) proporcionar una poblacion de células infectadas con el virus del PRRS; b) separar las células
infectadas del virus del PRRS libre de células para formar las células que contengan proteinas y antigenos del virus
del PRRS asociados a células; y c) extraer o eluir las proteinas y los antigenos de virus del PRRS de las células
aisladas en la parte b). En los casos donde no haya virus libre de células presente, entonces, se puede modificar la
parte b) para que simplemente sea un aislamiento de las células de otros materiales que puedan interferir con el
método, tal como el medio de cultivo usado con las células. La parte b) se puede realizar mediante cualquier medio
conocido en la técnica tal como mediante el uso de centrifugacion para generar sedimentos y sobrenadante
celulares que se retiran o se desechan, o mediante el uso de una membrana de filtracion para eliminar el
sobrenadante y retener las células. La parte c) se lleva a cabo opcionalmente volviendo a suspender las células en
un tampon. La extraccion o la elucion se realiza con una solucion que contenga detergente, por lo tanto el tampdn
usado para resuspender las células puede contener detergente.

En otras realizaciones, el método comprende el uso de una poblacién de células que ha sido infectada con el virus
del PRRS durante un tiempo suficiente para producir cantidades escasas o indetectables de unidades infecciosas
por ml de sobrenadante, tales como los medios de cultivo usados con las células. Los ejemplos no restrictivos
incluyen una dosis infecciosa de cultivo de tejidos (TCID)so/ml inferior a 10'°. La poblacion de células usada en el
método se puede haber infectado opcionalmente con el virus del PRRS durante un tiempo suficiente para observar
CPE. Por supuesto, también se pueden usar en la practica de la invencion las células que no se han infectado
durante un tiempo suficiente para observarse CPE, o las primeras etapas de CPE.
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Un método de preparacion de proteinas y antigenos del virus del PRRS a partir de células de macrofagos alveolares
porcinos (PAM) infectadas por el virus del PRRS puede comprender la preparacion de dichas proteinas y antigenos
a partir de una poblacién de células PAM obtenida por lavado pulmonar de un cerdo en el que se ha inoculado por
via oronasal el virus del PRRS. Las proteinas y los antigenos de virus del PRRS se pueden extraer o eluir de las
células como se ha descrito anteriormente. Por lo tanto, las células se pueden volver a suspender en un tampén de
extraccion. La extraccion o la elucion se realizan con una solucién que contiene detergente, por lo tanto el tampdn
usado para volver a suspender las células puede contener detergente.

La solucion que contiene detergente puede ser cualquiera que sea adecuada para la extraccion o eluciéon de
proteinas y/o antigenos del PRRSV. Un ejemplo no restrictivo es el uso de un detergente no idnico, como el p-
isooctil-feniléter de poli(etilenglicol), octilfenoxipolietoxietanol (Nonidet P-40) o Triton X-100. En algunas
realizaciones de la invencion, el detergente esta a una concentracion del aproximadamente 0,5% en disolucion, tal
como una solucion de Triton X-100 al aproximadamente 0,5%.

Un método de preparacion de proteinas y antigenos de virus del PRRS a partir de células infectadas por el virus del
PRRS comprende la preparacion de dichas proteinas y antigenos a partir de una poblacion de las células
preparadas mediante métodos in vitro e in vivo. Para el método in vitro, se cultivan células de macréfagos alveolares
porcinos (PAM) o células de la linea MARC-145, y se extraen las células tras la infeccion con el PRRSV. Para el
método in vivo sin el uso de un sistema de cultivo celular, las células PAM se obtienen mediante el lavado pulmonar
de un cerdo tras la inoculacion del virus del PRRS por via oronasal. Se compararon los rendimientos antigénicos
usando diferentes aislados del PRRSV y diferentes dias después de la inoculacion del virus, y se determinaron las
condiciones 6ptimas para los rendimientos antigénicos mas altos mediante pruebas comparativas.

Las composiciones que contienen las proteinas y/o los antigenos del PRRSV aislados se pueden preparar mediante
cualquiera de los métodos divulgados en la presente memoria. Las composiciones se pueden usar para cualquier
propésito para el que se usen las proteinas y/o los antigenos del PRRSV. Los ejemplos no restrictivos incluyen el
uso para preparar anticuerpos contra las proteinas/los antigenos; el uso como marcadores de referencia para las
proteinas del PRRSV; y el uso como composiciones inmunogénicas, tales como en el caso de una formulacion
vacunal, opcionalmente con un adyuvante adecuado, que se administra a un animal para generar una respuesta
inmune. Otros ejemplos no restrictivos adicionales de las composiciones incluyen aquellos en los que la/s proteina/s/
el/los antigeno/s esta/n en forma soluble o liofilizada (criodesecada).

La composicion puede estar en una soluciéon adecuada para revestir una superficie, tal como una superficie de un
dispositivo descrito en la presente memoria. Dichas soluciones permiten revestir con proteinas la parte inferior de
placas de Petri. Los ejemplos no restrictivos incluyen soluciones de proteinas/antigenos del PRRSV diluidos en
solucién tampoén de carbonato 0,06 M a pH 9,6. Las soluciones se pueden usar para revestir la superficie de una
placa o pocillo, tal como las placas de Petri o las placas de multiples pocillos de poliestireno o de vidrio,
respectivamente. El material no adsorbido se puede decantar, tras lo que opcionalmente se realizan uno o mas
lavados en soluciéon tamponada sin las proteinas/los antigenos. El revestimiento se puede realizar a diversas
temperaturas, incluyendo aquellas inferiores a 25 °C, durante diversos periodos de tiempo. El revestimiento puede
ser a o0 aproximadamente a 4 °C durante aproximadamente 72 horas.

Un método de revestimiento de una superficie con proteina/s y/o antigeno/s virales puede comprender a)
proporcionar una solucién que contenga una o mas proteinas y antigenos de virus del PRRS preparados como se ha
descrito en la presente memoria; y b) poner en contacto dicha solucidon con una superficie durante un periodo de
tiempo que permita que dichas proteinas y antigenos se adsorban en la superficie de dicha placa. Las proteina/s y/o
elllos antigeno/s se pueden extraer o eluir de las células infectadas por el virus del PRRS mediante el uso de una
solucién que contenga detergente como se ha descrito en la presente memoria. La superficie que se va a revestir
puede ser de poliestireno o vidrio, o de un material similar. La superficie se lava preferentemente con etanol que
luego se seca.

Se aplica una solucién de proteinas/antigenos del PRRSV en la superficie limpia y se deja adsorber durante de
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 horas a toda la noche. Las proteinas/los antigenos se pueden diluir hasta
una concentracion o6ptima de entre aproximadamente el 0,01 al 0,001%, preferentemente en un tampdn de
revestimiento de bicarbonato de sodio-carbonato de sodio para promover la adhesion de las proteinas/los antigenos
a la superficie. El tampdn de revestimiento deberia ser preferentemente de aproximadamente 0,01 Ma 0,1 M (pH 9
a 10), conteniendo de aproximadamente 0,84 a 8,4 gramos por litro de NaHCO3 y de 0,11 a 10,6 gramos por litro de
Na,COs. Tras el periodo de revestimiento, se decanta el exceso de solucién o se elimina de otro modo. La superficie
revestida se puede lavar con agua destilada o tampdn sin las proteinas/los antigenos. Al revestimiento con la/s
proteina/s y/o elllos antigeno/s del PRRSV le puede seguir opcionalmente el revestimiento con un agente de
bloqueo tal como, pero sin limitacién, albumina de suero bovino (ASB) al 1% en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS), pH 7,2. El revestimiento se puede llevar a cabo a diversas temperaturas, incluyendo aquellas de
aproximadamente 37 °C, durante diversos periodos de tiempo. El revestimiento se puede realizar a o
aproximadamente a 37 °C durante aproximadamente 1 hora. Tras la aplicacion del agente de bloqueo, la solucion se
retira y a esto le sigue opcionalmente uno o mas lavados con agua o lavados que comprenden solucién tampon sin
el agente.
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Tras el revestimiento, se aplica una capa de barrera permeable a la superficie revestida. La barrera se puede aplicar
como una solucion que mas tarde forma una barrera permeable tras secarse. Los ejemplos no restrictivos incluyen
soluciones de agar y/o agarosa que, cuando se secan, forman una barrera permeable compuesta de un material de
tipo gel. Asi pues, se puede aplicar una capa de agar o agarosa fundida y dejar que solidifique. La profundidad de la
capa de agar no es importante y puede variar de al menos aproximadamente 1,5 mm y preferentemente de
aproximadamente 2 mm a aproximadamente 10 mm. La capa se aplica de soluciéon del aproximadamente 0,75 al
1,5%, y preferentemente del aproximadamente 1%.

Como un ejemplo no restrictivo con placas de Petri de poliestireno que tienen un diametro de 60 mm, se usan 4 ml
de agarosa al 0,6% en PBS para los métodos basados en VIDEA segun lo descrito en la presente memoria. Se usan
seis (6) ml de la misma solucion para los métodos basados en HIDEA. La solucién se deja solidificar, tal como a
4 °C, durante la noche. Los dispositivos asi revestidos se pueden almacenar, tal como a 4 °C en una camara de
humedad, durante un maximo de 4 meses.

Un dispositivo con la superficie revestida como se ha descrito en la presente memoria se puede usar como la
totalidad o parte de un kit de diagndstico para la deteccion de anticuerpos contra el PRRSV. Un método de deteccion
de anticuerpos contra el virus del PRRS puede comprender a) recoger una muestra de sangre o de suero sanguineo
de un sujeto; b) poner en contacto dicha muestra con una barrera permeable de un dispositivo revestido como se ha
descrito en la presente memoria; c) incubar dicha muestra para permitir la difusién de las moléculas, tales como
anticuerpos, a través de la barrera permeable y la unién a la/s proteina/s/antigeno/s usado/s para revestir el
dispositivo; d) retirar la barrera permeable y, opcionalmente, lavar el dispositivo para eliminar los anticuerpos no
unidos; e) detectar complejos formados por la unién de los anticuerpos con la/s proteina/s/antigeno/s. Con respecto
al dispositivo de la parte b), un ejemplo no restrictivo es aquel donde el dispositivo es una placa de ensayo que
comprende (1) una placa que tiene una superficie de soporte plana; (2) una cubierta adsorbida sobre dicha
superficie de proteina/s/antigeno/s del PRRSV; y (3) una capa de agar que recubre dicha cubierta.

En cuanto a la parte e), el método puede ponerse en practica con la aplicacion de un agente detector que se una a
los complejos formados. Un ejemplo no restrictivo es con el uso de un anticuerpo secundario que se une a los
anticuerpos que puedan estar presentes en la muestra. Los ejemplos no restrictivos de dichos anticuerpos
secundarios incluyen los de determinados animales, por ejemplo, ratén, rata, cabra, conejo, etc., que reconocen las
porciones Fc de los anticuerpos en la muestra analizada.

El anticuerpo secundario se puede conjugar a un marcador para facilitar su deteccion. La conjugacion modifica el
anticuerpo mediante la uniéon de otro resto al mismo. El resto es preferentemente un marcador detectable,
incluyendo un marcador directamente detectable tal como un isétopo radiactivo, un marcador fluorescente (Cy3 y
Cy5 como ejemplos no restrictivos) o un marcador particulado. Los ejemplos no restrictivos de marcadores
particulados incluyen particulas de latex, soles de metales y particulas coloidales de oro. Como alternativa, el
marcador puede ser para la deteccion indirecta. Los ejemplos no restrictivos incluyen una enzima tal como, pero sin
limitacion, peroxidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina y peroxidasa de rabano picante. Otros ejemplos no restrictivos
incluyen una molécula unida por otra molécula tal como, pero sin limitacién, biotina, un péptido de afinidad o un
marcador de purificacion. Preferentemente, el marcador se une covalentemente.

El anticuerpo secundario puede ser una inmunoglobulina antiporcina conjugada a una enzima que se deja unir a los
anticuerpos de los complejos durante aproximadamente 30 a aproximadamente 60 minutos. Tras la unién, se puede
retirar el anticuerpo secundario no unido con uno o mas lavados opcionales. La enzima puede ser cualquier enzima
adecuada tal como las enzimas usadas en los ensayos de inmunoabsorcion ligada a una enzima (ELISA),
incluyendo una peroxidasa. La peroxidasa produce un color purpura cuando reacciona con acido aminosalicilico y
peroxido de hidrégeno, o p-fenilendiamina y peréxido de hidrégeno. La fosfatasa alcalina produce un color amarillo
cuando reacciona con dinitrofenilfosfato. La beta-galactosidasa reacciona con O-nitrofenil-beta-D-galactopiranésido,
dando un color purpura.

Siguiendo con el ejemplo no restrictivo de un anticuerpo secundario ligado a una enzima, la deteccion de un
complejo mediante la deteccion del anticuerpo secundario unido se puede realizar mediante el recubrimiento con
una solucion de agar que contiene un sustrato que se hace reaccionar mediante la enzima para producir una sefal
detectable, tal como una coloracién como ejemplo no restrictivo. La sefial detectable se puede observar visualmente
tal como por el ojo humano sin necesidad de ningun instrumento. Se puede comparar la sefial con la coloracion
observada con el uso de los controles positivos (que contienen anticuerpos contra el PRRSV conocidos que se unen
a la superficie revestida) y/o controles negativos que no contienen dichos anticuerpos contra el PRRSV.

En algunas realizaciones de la invencion, particularmente en el VIDEA descrito en la presente memoria, la muestra
se recoge y se aplica a (o se recoge mediante) un material poroso tal como, pero sin limitacion, papel filtrante o un
disco de papel filtrante. Con el uso de discos de papel como ejemplo no restrictivo, el disco se coloca plano sobre la
barrera permeable para permitir que las moléculas se difundan desde el disco, a través de la barrera, y hacia la
superficie revestida. En la superficie, las moléculas (de tipo anticuerpo) de la muestra que se unen a las
proteinas/antigenos del PRRSV de la invencién forman complejos con las proteinas/antigenos. Por lo tanto, las
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moléculas de la muestra quedan inmovilizadas en la superficie revestida. En algunas realizaciones, el periodo de
tiempo para la difusiéon y la formacion del complejo es de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 horas bien a
temperatura ambiente (25 °C) o a aproximadamente 37 °C

Tras la formacion del complejo, se retira la barrera permeable. En algunas realizaciones que comprenden una
barrera de agar o de agarosa, la capa de agar o agarosa se puede despegar tras lo que se pueden realizar lavados
opcionales.

Los métodos de la invencién se basan en la formacién de un complejo que comprende las proteinas/los antigenos
del PRRSV unidos a anticuerpos contra el PRRSV de una muestra como se ha descrito en la presente memoria. Los
anticuerpos contra el PRRSV se pueden detectar para facilitar la deteccién del complejo. La deteccion de un
complejo de proteinas/antigenos del PRRSV y anticuerpos contra el PRRSV de una muestra indica la presencia de
infeccion por PRRSV en el sujeto del que se ha obtenido la muestra.

La invenciéon proporciona ademas un método de ensayo enzimatico de inmunodifusion vertical (VIDEA),
comprendiendo dicho método a) proporcionar un dispositivo de diagndstico que comprende al menos una superficie
revestida con una o mas proteinas y antigenos del PRRSV como se ha descrito en la presente memoria, habiendo
sido dicha superficie recubierta con una capa de agar o de agarosa como se ha escrito en la presente memoria; b)
poner en contacto la superficie de agar o agarosa con un material poroso que comprende una muestra que contiene
anticuerpos obtenida de un sujeto; ¢) incubar dicho dispositivo durante un periodo suficiente para permitir la difusion
del material de dicha muestra a dicha una o mas superficies, teniendo lugar dicho periodo opcionalmente tras retirar
el material poroso; y d) detectar la presencia de anticuerpos en la superficie de la placa tras retirar la barrera
permeable. En algunas realizaciones, el material poroso es un disco de papel.

La invencion proporciona ademas un método de ensayo enzimatico de inmunodifusion horizontal (HIDEA),
comprendiendo dicho método a) proporcionar un dispositivo de diagndstico que comprende al menos una superficie
revestida con una o mas proteinas y antigenos del PRRSV como se ha descrito en la presente memoria, habiendo
sido dicha superficie recubierta con una capa de agar o de agarosa como se ha escrito en la presente memoria, pero
que comprende una o mas hendiduras para recibir una muestra sobre dicha superficie; b) poner en contacto la una o
mas hendiduras con una muestra que contiene anticuerpos obtenida de un sujeto; c) incubar dicho dispositivo
durante un periodo suficiente para permitir la difusion del material desde dicha muestra a dicha una o mas
superficies; y d) detectar la presencia de anticuerpos en la superficie de la placa tras retirar el agar o la agarosa. En
algunas realizaciones, se perforan de uno a una pluralidad de orificios de pequefio diametro en la barrera permeable
para formar hendiduras que funcionan como pocillos de muestras de analisis. Los pocillos pueden ser de
aproximadamente 1 a 4 mm de diametro, por ejemplo, y penetrar a través de la cubierta de agar. El uso de una
plantilla con siete pocillos circulares de 3 mm para perforar los orificios en el agar de cada placa de ensayo para el
HIDEA es un ejemplo no restrictivo.

En ambas realizaciones de VIDEA e HIDEA, la muestra es una muestra de suero o una muestra de sangre entera.
Los métodos se pueden aplicar a muestras de una variedad de animales y/o sujetos que pueden haber sido
infectados con el PRRSV o que sean sospechosos de estar infectados con el virus del PRRS. El dispositivo de
diagndstico puede ser un plato, una placa o un pocillo de una placa. Se pueden usar controles tanto positivo como
negativo con cada serie de muestras de ensayo. Se coloca la misma cantidad de suero de control en otros pocillos
del dispositivo de ensayo.

Tras la incubacion de las placas, se despega la capa de gel de agar y se lavan las placas, tal como con un tampdn
de lavado tal como Tween 20 en solucion salina tamponada con fosfato como ejemplo no restrictivo. Las placas se
pueden lavar con agua destilada o agua corriente en lugar de tampon de lavado. El lavado elimina los anticuerpos
no unidos (inespecificos), asi como otros contaminantes.

Ambos formatos VIDEA e HIDEA incluyen el uso de una reaccion antigeno-anticuerpo para formar un complejo, que
se puede detectar mediante el uso de un agente de deteccion tal como un anticuerpo secundario, para unirse al
complejo, tal como mediante la unién de la porcién de anticuerpo del complejo. El agente detector se puede
mantener en contacto con los complejos durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 2 horas a
temperatura ambiente. Luego se lavan las placas, tal como con solucién de lavado tamponada como ejemplo no
restrictivo para eliminar el conjugado no unido. El liquido de lavado se puede afiadir lentamente desde el borde de la
placa de ensayo con una jeringa o una pipeta y decantarlo. Esto se repite opcionalmente hasta tres veces o mas.

Mientras se esta incubando el agente detector, se prepara una cubierta de agar o agarosa. Como ejemplo no
restrictivo, se funde una solucién al 1% de agar, preferentemente en solucidon salina tamponada con fosfato, y se
incorpora un sustrato para la enzima del conjugado. En algunas realizaciones, se incorpora un catalizador segun sea
necesario. Como ejemplo no restrictivo, cuando la enzima es una peroxidasa, la solucion de agar al 1% puede
contener del aproximadamente 0,05 al 0,10% de acido 5-aminosalicilico como el sustrato y del aproximadamente
0,002 al 0,01% de peroxido de hidrogeno como catalizador. También se puede usar aproximadamente un 0,08% de
sustrato y aproximadamente un 0,005% de catalizador. Se vierte el agar sobre la superficie lavada y se deja
solidificar.
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Se produce una coloracién entre la enzima del anticuerpo secundario dentro de la capa de soporte de agar. La
reaccion ayuda a la visualizacion mediante una reaccion de enzima-sustrato. Se midieron los diametros de las zonas
circulares de color purpura oscuro para el HIDEA, y se registraron la presencia o la ausencia o la densidad de color
para el VIDEA con el fin de determinar las cantidades de anticuerpo.

En el caso del HIDEA, el color se desarrolla en forma de una zona circular o un anillo. Los anillos son lo
suficientemente oscuros para medir en aproximadamente 5 a aproximadamente 30 minutos la reaccién del sustrato.
Al permanecer durante periodos mas largos, el anillo se oscurecera, pero no se agrandara. El diametro del anillo
producido se relaciona con la cantidad de anticuerpo especifico presente en la sangre (es decir, el titulo de
neutralizacion del virus). Se mide el diametro de la zona circular de color oscuro y se usa para correlacionarlo con un
valor estandar de neutralizacion de anticuerpos de ensayo contra el virus. Los valores determinados se relacionan
con el tamafio del pocillo de muestra de la placa de ensayo y el tamafio de la muestra usada. Se puede incluir una
tabla de valores y/o representaciones de los anillos representativos con cada dispositivo o con cada kit.

Con la deteccion de la presencia de anticuerpos en la superficie tanto en el formato VIDEA como en el formato
HIDEA, se pretende detectar anticuerpos unidos a proteina/s/antigeno/s del PRRSV en la superficie. La deteccion se
puede realizar mediante cualquier medio descrito en la presente memoria, incluyendo el uso de un anticuerpo
secundario marcado. Otros medios no restrictivos incluyen la visualizacién de una reaccion antigeno-anticuerpo a
través de una reaccion de enzima-sustrato, mientras que la presencia de la reaccién de coloracién o densidad de la
reaccion se usa para indicar la cantidad (cuantitativa o semicuantitativa) o la presencia (cualitativa) de anticuerpos
contra el PRRSV.

Las proteinas/los antigenos del PRRSV, asi como las composiciones, los métodos y los dispositivos que
comprenden las proteinas/los antigenos son adecuados para la preparacion de kits producidos de acuerdo con
procedimientos bien conocidos. Los kits que comprenden las proteinas/los antigenos del PRRSV segun lo descrito
en la presente memoria, o las composiciones o dispositivos que los comprenden, se pueden usar en uno o mas
métodos segun lo divulgado en la presente memoria. Dichos kits comprenden ademas opcionalmente una
descripcion identificativa o etiqueta o instrucciones relativas a su uso en los métodos de la presente invencion. Dicho
kit puede comprender recipientes, cada uno con uno o mas de los diversos reactivos (tipicamente en forma
concentrada) o dispositivos utilizados en los métodos. También se suele incluir una serie de instrucciones.

Los kits que comprenden un dispositivo descrito en la presente invencién pueden comprender ademas uno o mas
reactivos o piezas de equipo adicionales para su uso con el dispositivo en un método de la invencién. Los ejemplos
no restrictivos de materiales adicionales para su inclusion son solucion diluyente de la muestra, vial de diluyente y un
gotero para la transferencia de la muestra. Otros ejemplos no restrictivos incluyen materiales porosos para su uso
con el formato de VIDEA y anticuerpos secundarios.

Una vez descrita la invencién de manera general, la misma se entendera mas facilmente con referencia a los
siguientes ejemplos que se proporcionan a modo ilustrativo, y no pretenden ser restrictivos de la presente invencion,
a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de las proteinas del PRRSV vy las placas

Las proteinas del PRRSV se pueden preparar mediante el uso de una cepa del PRRSV para inocular células
susceptibles in vifro o in vivo y la recogida de las células infectadas en un momento 6ptimo para preparar los
componentes virales asociados a las células. Para los métodos in vitro, el antigeno se puede preparar mediante un
sistema de cultivo celular o mediante el uso de tecnologias recombinantes. Como alternativa, se pueden obtener
células de macrofagos alveolares porcinos (PAM) infectadas con PRRSV de cerdos tras la inoculacion oronasal del
PRRSV y el lavado del pulmén (lavado pulmonar).

Se sedimentaron las células por centrifugacion, y se elimind o desechd el sobrenadante. Opcionalmente, los
sedimentos se pueden lavar. Se suspendieron los sedimentos celulares en un tampén de
tris(hidroximetil)aminometano 0,05 M y EDTA 0,025 M que contenia Triton X-100 al 0,5% en un volumen 5-10 veces
mayor que el de las células envasadas. Se agité la mezcla durante 2-15 horas a 4 °C y se centrifugd a 10.000 g
durante 1 hora. El sobrenadante se us6 como antigeno del PRRSV. El antigeno es no infeccioso, lo que permite un
amplio uso sin riesgo de propagacion viral.

Se predeterminé una dilucion de proteina/antigeno del PRRSV en solucion de tampén de carbonato 0,06 M a pH de
aproximadamente 9,6 mediante ensayos comparativos. Se revistieron placas de Petri de poliestireno (60 mm de
diametro) con el antigeno mediante adsorcion a 4 °C durante 72 horas. Se decanto el antigeno no adsorbido y se
incubaron las placas con un agente de bloqueo (por ejemplo, albumina de suero bovino al 1%, ASB) en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,2) durante 1 hora a 37 °C. Tras eliminar la ASB, se cubrieron las placas de
Petri con 6 ml para el HIDEA y 4 ml para el VIDEA de agarosa al 0,6% en PBS. Se dejé solidificar el agar a 4 °C
durante la noche. Con una plantilla, se perforaron siete pocillos circulares de 3 mm sobre el agar de cada placa de
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ensayo para el HIDEA. Para el VIDEA, se usaron las placas sin pocillos. Todas las placas de ensayo se
almacenaron a 4 °C en una camara de humedad durante un maximo de 4 meses.

Ejemplo 2: VIDEA

Las placas de ensayo se prepararon revistiendo el fondo de placas de Petri con antigenos virales, tras lo que se
cubrieron con gel de agar en general segun lo descrito anteriormente. En la practica, se empapa un disco de papel
filtrante con suero de ensayo porcino y se coloca sobre el agar de la placa de ensayo. Lo plano del disco presenta
una zona inicial casi bidimensional de modo que el contenido de una muestra como un suero de ensayo se moveria
en general en una direccion a través del agar y hacia la superficie revestida.

Tras un periodo de incubacion, se despego el gel y se lavaron las placas 3 veces con 5 a 8 ml de solucién de lavado
(PBS que contenia Tween-20 al 0,05%). A continuacién, se aplicaron 3 ml de IgG antiporcina de conejo conjugada
con peroxidasa disponible en el mercado (1 a 2 ug/ml) diluida en PBS durante 45 minutos a 25 °C. Tras lavar de
nuevo 3 veces las placas con solucion de lavado, estas se recubrieron con 5 ml de agar al 1% en sustrato que
contenia PBS (acido 5-aminosalicilico) y H2O, a concentraciones del 0,08% y 0,005%, respectivamente. Se
registraron la presencia o ausencia o densidad de color para el VIDEA.

En un experimento, la incubacioén fue a 25 o 37 °C durante aproximadamente 2 a 3 horas, tras lo que se despego el
agar. Los resultados de la reaccion de la peroxidasa se determinaron después de aproximadamente 5 a 10 minutos
en base a las muestras positivas que mostraron una reaccion de coloracién. Se analizaron varias muestras de suero
con proporciones muestra a positivo del ELISA o antecedentes conocidos de infeccion por el virus PRRS, junto con
muestras de animales preinmunes. Se evaluaron la sensibilidad y la especificidad del VIDEA con respecto al ELISA.
La siguiente Tabla 1 resume los resultados de este VIDEA y las correspondientes proporciones muestra a positivo
del ELISA para diversos sueros porcinos. El porcentaje de concordancia entre los resultados de los ensayos se
muestra entre paréntesis. EI VIDEA mostré una especificidad del 100% por los sueros porcinos encontrados
negativos en el ELISA. La incubacion a 25 °C durante aproximadamente 3 horas mostré una concordancia del 100%
para todas las muestras, en comparacion con el ELISA.

Tabla 1

VIDEA VIDEA VIDEA VIDEA

37°C,2h 37°C,2h | 25°C,3h 25°C,3h
DO del N° del positivo negativo positivo negativo
ELISA sueros
preinmune | 40 0 40 (100%) | O 40 (100%)
<04 30 20 (66,6%) | 10 (33,3%) | 30(100%) | O
0,4-0,9 32 31(96,9%) | 1(3,1%) 32 (100%) | O
1,0-1,9 17 17 (100%) | O 17 (100%) | O
>2,0 10 10 (100%) | O 10 (100%) | O

Las reacciones antigeno-anticuerpo se produjeron en tan solo 2 horas; sin embargo, tiempos mas prolongados
parecen beneficiosos en los casos de titulos de anticuerpos bajos, que se pueden observar como falsos negativos
en los tiempos de incubacion cortos. La alta correlacion del VIDEA con las proporciones muestra a positivo del
ELISA indica la capacidad del VIDEA como ensayo para la deteccidon de anticuerpos contra el virus del PRRS. La
correlacién con la proporcién muestra a positivo del ELISA de < 0,4, que es el corte estandar, sugiere que el VIDEA
puede tener una sensibilidad equivalente al ELISA.

Ejemplo 2: HIDEA

Se usan dispositivos de la invencidon con una superficie revestida y una barrera permeable, donde el material de
barrera se modifica de modo que define una o mas hendiduras en la superficie de la barrera. Con el uso de agarosa
como ejemplo no restrictivo, se pueden hacer uno o mas pocillos en la agarosa.

Se lleno cada pocillo con 0,015 ml de suero de ensayo. Los dispositivos se incubaron durante aproximadamente 12
a aproximadamente 24 horas a temperatura ambiente (25 °C) para permitir la difusion de los anticuerpos y la
reaccion entre antigeno-anticuerpo. Se realizaron otros usos adicionales de los dispositivos con tiempos de
incubacioén 24 horas.

Tras un periodo de incubacion, se despego el gel y se lavaron las placas 3 veces con 5 a 8 ml de solucién de lavado

(PBS que contenia Tween-20 al 0,05%). A continuacion, se aplicaron 3 ml de IgG antiporcina de conejo conjugada
con peroxidasa disponible en el mercado (1 a 2 ug/ml) diluida en PBS durante 45 minutos a 25 °C. Tras lavar de
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nuevo 3 veces las placas con solucion de lavado, se recubrieron las placas con 5 ml de agar al 1% en sustrato que
contenia PBS (acido 5-aminosalicilico) y H2O» a concentraciones del 0,08% y 0,005%, respectivamente. Se midieron
los diametros de las zonas circulares de color purpura oscuro en mm después de 5 a 30 minutos de reaccién para el
HIDEA. Las Tablas 2 y 3 muestran diferentes diametros de 14 sueros analizados en diferentes condiciones. Los
diametros de < 7 mm se consideran negativos en el HIDEA. Algunos de los sueros negativos en el ELISA mostraron
resultados positivos, lo que indica una mejor sensibilidad para el HIDEA. Los resultados de la Tabla 3 indican una
alta reproducibilidad del HIDEA.

Tabla 2. Diametros del HIDEA de sueros porcinos con diferentes proporciones muestra a positivo del ELISA usando
varias horas de incubacién a temperatura ambiente (25 °C)

Horas de incubacion

Suero analizado

1518 h20 h24h

1. Libre de PRRS 2*6 4 5
2. Libre de PRRS 46 4 5
Proporciéon muestra a positivo del ELISA**
3. 0,06 78 9 9
4, Proporcion muestra a positivo del ELISA 0,21 8 10 10 10
5. Proporciéon muestra a positivo del ELISA 0,73 8 11 11 11
6. Proporciéon muestra a positivo del ELISA 1,96 1113 14 14
7. Proporciéon muestra a positivo del ELISA 2,83 1214 15 15

* Diametro (mm) en el HIDEA; superiores a 7 mm son positivos
** Proporciones muestra a positivo del ELISA superiores a 0,4 son positivos

Tabla 3. Reproducibilidad de los diametros del HIDEA para 7 sueros con diferentes proporciones muestra a positivo
del ELISA y diversas horas de incubacion a temperatura ambiente (25 °C)

Suero analizado 3h| 6h | 12| 15h| 21h| 24
h h
1. a. libre de PRRS 3* 3 3 3 4 4
b. libre de PRRS 3 3 3 3 4 4
2. a. libre de PRRS 3 3 3 3 4 4
b. libre de PRRS 3 3 3 3 4 4
3. a. negativo en ELISA 3 3 3 3 4 4
b. negativo en ELISA 3 3 3 3 4 4
4 a. negativo en ELISA 3 3 4 4 4 4
b. negativo en ELISA 3 3 4 4 4 4
5. a. Proporcion muestra a positivo del ELISA de 0,54 5 7 7 8 9 9
b. Proporcién muestra a positivo del ELISA de 0,54 5 7 8 8 9 9
6. a. Proporcion muestra a positivo del ELISA de 1,80 5 7 7 7 10 10
b. Proporcién muestra a positivo del ELISA de 1,80 5 7 7 8 10 10
7. a. Proporcion muestra a positivo del ELISA de 2,59 5 7 7 8 10 11
b. Proporcién muestra a positivo del ELISA de 2,59 5 7 8 8 11 12
ay b. la reproducibilidad de cada muestra de suero se analiza dos veces mediante HIDEA
* Diametro (mm) en el HIDEA; superiores a 7 mm son positivos
** Las proporciones muestra a positivo del ELISA superiores a 0,4 son positivas

Como se usan en la presente memoria, los términos “un”, “uno”, “una”, “cualquier” y “cualquiera” pretenden incluir
tanto las formas en singular como las formas en plural.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la preparacion de una composicidon vacunal que contiene proteinas y antigenos del virus del
PRRS a partir de células infectadas por el virus PRRS, comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar una poblacion de células infectada con el virus del PRRS;

(b) separar dichas células infectadas del virus del PRRS libre de células para formar células aisladas que
contengan proteinas y antigenos del virus del PRRS asociadas con las células; y

(c) extraer o eluir proteinas y antigenos del virus del PRRS de las células aisladas con una solucion que
contenga detergente para producir una preparacion que comprenda proteinas y antigenos del virus del PRRS;

y
(d) combinar dicho extracto o eluido con un adyuvante para formar una composicién vacunal.

2. El método de la reivindicacién 1, donde dicha poblaciéon de células ha sido infectada con el virus del PRRS
durante un tiempo suficiente para producir una dosis infecciosa de cultivo de tejidos (TCID)so/ml inferior a 10" del
sobrenadante.

3. El método de la reivindicacion 1, donde dicha poblaciéon de células ha sido infectada con el virus del PRRS
durante un tiempo suficiente para observarse CPE en una etapa temprana.

4. El método de la reivindicacion 1 o 2, donde dicha solucién que contiene detergente contiene Triton X-100 al 0,5%.

5. El método de la reivindicacién 1, 2, 3 0 4, donde dicha extraccion o elucion se realiza durante aproximadamente 2
horas a aproximadamente 15 horas a 4 °C.

6. El método de la reivindicacion 1, 2, 3, 4 o 5, donde dichas proteinas y antigenos incluyen proteinas de la envoltura
o la proteina N del virus del PRRS.

7. Un método basado en el ensayo enzimatico de inmunodifusion vertical (VIDEA), comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar un dispositivo de diagnéstico que comprende al menos una superficie revestida con una o
mas proteinas y antigenos del virus del PRSS preparados mediante:

(i) el suministro de una poblacion de células infectadas con el virus del PRRS;

(ii) la separacion de dichas células infectadas del virus del PRRS libre de células para formar células
aisladas que contengan proteinas y antigenos del virus del PRRS asociados con las células; y

(iii) la extraccion o elucion de las proteinas y los antigenos del virus del PRRS de las células aisladas con
una solucién que contenga detergente

habiendo sido dicha superficie recubierta con una capa de agar o agarosa sobre dicha al menos una superficie;
(b) poner en contacto la superficie de agar o agarosa con un material poroso que comprenda una muestra
que contenga anticuerpos obtenida de un sujeto;
(c) incubar dicho dispositivo durante un periodo suficiente para permitir la difusién del material de dicha
muestra a dicha uno o mas superficies, teniendo lugar dicho periodo opcionalmente después de retirar el
material poroso; y
(d) detectar la presencia de anticuerpos en la superficie de la placa tras retirar el agar o la agarosa.

8. El método de la reivindicacion 7, donde dicha muestra es una muestra de suero o una muestra de sangre entera.
9. El método de la reivindicacién 7 o 8, donde dicho material poroso es un disco de papel.
10. El método de la reivindicacion 7 o 8, donde dicho sujeto es sospechoso de estar infectado con el virus del PRRS.

11. Un método basado en el ensayo enzimatico de inmunodifusién horizontal (HIDEA), comprendiendo dicho
método:

a) proporcionar un dispositivo de diagnostico que comprende al menos una superficie revestida con una o
mas proteinas y antigenos del virus del PRSS preparados mediante

(i) el suministro de una poblacion de células infectadas con el virus del PRRS;

(ii) la separacion de dichas células infectadas del virus del PRRS libre de células para formar células
aisladas que contengan proteinas y antigenos del virus del PRRS asociados con las células; y

(iii) la extraccion o elucion de las proteinas y los antigenos del virus del PRRS de las células aisladas con
una solucion que contenga detergente;

habiendo sido dicha superficie recubierta con una capa de agar o agarosa que comprende una 0 mas
hendiduras para recibir la muestra sobre dicha al menos una superficie;
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(b) poner en contacto la una o mas hendiduras con una muestra que contenga anticuerpos obtenida de un
sujeto;
(c) incubar dicho dispositivo durante un periodo suficiente para permitir la difusién del material de dicha
muestra a dicha uno o mas superficies; y

5 (d) detectar la presencia de anticuerpos en la superficie de la placa tras retirar el agar o la agarosa.

12. El método de la reivindicacién 7 o 11, donde dicho dispositivo es una placa.

13. El método de la reivindicacién 1, donde dicha solucién que contiene detergente contiene detergente no idnico.
10
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