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DESCRIPCION
Método para determinar la antigenicidad de un virus PRRSV inactivado

Campo del invento

El invento se refiere en términos generales al campo de la virologia. Mas particularmente, el presente invento se
refiere a unos métodos para determinar el efecto de un proceso de inactivacion viral sobre la antigenicidad del virus
inactivado. En particular, para un virus que es un miembro de la familia de los Arteriviridae, en particular para el
Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (con el acronimo PRRSV del término en inglés).

El invento proporciona ademas unos métodos para determinar la antigenicidad de un virus inactivado asi como unos
métodos para escrutar compuestos antivirales usando uno cualquiera de los métodos mas arriba mencionados.

Antecedentes del invento

La "enfermedad misteriosa de los cerdos" surgié en las década de los 1980, y esta presente desde entonces en la
industria porcina causando un dafio econémico importante en todo el mundo (Neumann y colaboradores, 2005). El
agente causante, que se designa como el Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV), fue
aislado por primera vez en los Paises Bajos en 1991 y poco después dello en los Estados Unidos de América
(EE.UU). El es un pequefio virus de ARN de hebras positivas envuelto, que ha sido clasificado en el orden de
los Nidovirales, la familia de los Arteriviridae, y el género de los Arterivirus, conjuntamente con los virus de la arteritis
equina, un virus que eleva a la lactato deshidrogenasa y un virus de la fiebre hemorragica de los simios, basandose
en una morfologia, una organizacion genomica, una estrategia de replicacion y una composicion de proteinas
similares. Por afiadidura, él comparte un muy estrecho tropismo hacia los anfitriones y un marcado tropismo para
células del linaje de macrofagos-monocitos (Plagemann & Moennig, 1992). Mas especificamente, in vivo, el PRRSV
infecta a unas subpoblaciones de macréfagos diferenciados, siendo los macréfagos alveolares unas células diana
mayoritarias, aunque en verracos infectados se ha mostrado también que las células germinales testiculares
permiten una replicacion del PRRSV (Sur y colaboradores, 1997).

El PRRSV es reconocido mundialmente como la enfermedad viral de los cerdos mas importante econémicamente. El
virus causa graves pérdidas de produccion en las cerdas y una infeccion de los cerditos jovenes esta implicada en el
complejo de enfermedades respiratorias porcinas (Rossow 1998). Los actuales tratamientos por vacunacion estan
basados en unas vacunas de virus vivos modificados (con el acrénimo MLV del término en inglés) y unas vacunas
de virus muertos (con el acrénimo KV), pero ninguno de estos métodos es plenamente satisfactorio en el tratamiento
del PRRSV del término en inglés. Los MLV inducen una respuesta inmunitaria que protege contra una infeccion
homologa causada por el PRRSV, pero ellos no son plenamente seguros para el uso.

En primer lugar, los MLV pueden diseminarse en algunos casos por intermedio de la placenta y causan trastornos
reproductivos en las cerdas (Dewey y colaboradores, 1999). En segundo lugar, los virus de vacunas se pueden
derramar por intermedio del semen y reducen la calidad de este semen después de una vacunacion (Nielsen y
colaboradores, 1997). En tercer lugar, es posible que los virus de vacunas reviertan a virus virulentos (Nielsen y
colaboradores 1997). Un problema final consiste en que el PRRSV es un virus de ARN que muestra una gran
cantidad de variacion genética (Meng 2000). Como una consecuencia de todo esto, las vacunas de MLV no siempre
protegen suficientemente contra unas cepas de virus que son genéticamente diferentes con respecto de la cepa del
virus de la vacuna (Meng 2000).

Las vacunas de virus muertos, también conocidas como vacunas de virus inactivados, son seguras y mas faciles de
ajustar a los virus circulantes, pero las actuales vacunas existentes en el mercado no proporcionan una suficiente
proteccion virolégica contra el PRRSV. Nilubol y colaboradores, en 2004 examinaron el efecto de una vacuna de
PRRSV muerta. Una primera observacion consistié en que la magnitud y la duracién de la viremia no eran diferentes
entre los cerdos vacunados y los cerdos testigos. Una segunda observacion consisti6 en que los titulos de
anticuerpos neutralizadores de suero (con el acronimo SN del término en inglés) eran mas altos que los de los
cerdos testigos.

La ineficiencia de las presentes vacunas de PRRSV inactivadas esta relacionada parcialmente con el hecho de que
actualmente no hay ningun control cualitativo del antigeno viral después de una inactivacion, tal como se observa
por ejemplo en el desarrollo de las vacunas de HIV (el virus de la inmunodeficiencia humana) y de influenza. Para
unas vacunas de PRRSV inactivadas, se ensaya la cantidad de un antigeno, pero no la capacidad de dicho antigeno
para inducir la producciéon de anticuerpos neutralizadores del PRRSV. Se mostrd, en unos estudios anteriores, que
unos anticuerpos neutralizadores del PRRSV bloquean una infeccién, bloqueando la interaccién con el receptor de la
internalizacion del PRRSV en las células dianas antes mencionadas (Delputte y colaboradores, 2004). Esto sugiere
que unos epitopos neutralizadores se sitian probablemente dentro de unos ligandos virales que estan implicados en
esta interaccion. Correspondientemente, ha de esperarse que unos procesos de inactivacion que solamente tienen
una influencia sobre el genoma, seran los métodos mas eficientes para inactivar al PRRSV al mismo tiempo que
ellos preservan a los epitopos neutralizadores vy, por lo tanto, seran los métodos mas apropiados para desarrollar
una vacuna de PRRSV muerto.
2
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Un objetivo del presente invento es proporcionar los métodos para realizar el control cualitativo del virus inactivado.

Sumario del invento

El presente invento esta basado en el hallazgo de que la antigenicidad de un virus inactivado, es decir un virus
muerto que ha perdido la capacidad de replicarse en un anfitrién permisivo, puede ser determinada basandose en la
capacidad de dicho virus inactivado para fijarse a e internalizarse dentro de una célula anfitriona apropiada.

Un requisito esencial para una vacuna que tiene como meta inducir una respuesta a anticuerpos Neutralizadores de
Virus (con el acrénimo VN del término en inglés) es que unos epitopos para neutralizar anticuerpos estén presentes
en el virus de vacuna. Por esta razon, el uso de un ensayo cualitativo para neutralizar epitopos en virus inactivados
puede contribuir de gran manera al desarrollo de nuevas y efectivas vacunas de virus inactivados. Ha sido un objeto
del presente invento proporcionar dicho ensayo cualitativo, es decir para la conservacion de epitopos
neutralizadores en un virus inactivado, y en particular en el desarrollo de vacunas de Arteriviridea o Nidovirales
inactivadas; mas particularmente en el desarrollo de vacunas de PRRSV inactivado.

Tal como se subraya con mas detalle aqui seguidamente, el ensayo cualitativo del presente invento esta basado en
el conocimiento de que unos anticuerpos VN inhiben la replicacion del PRRSV en macréfagos alveolares porcinos
(con el acrénimo PAM del término en inglés), que es el tipo de célula anfitriona in vivo para el virus, bloqueando la
conexion con y la internalizacion en la célula (Delputte P.L. y colaboradores, 2004). Por lo tanto, los dominios
situados en la particula de virus, que estan implicados en una internalizacién, pueden contener epitopos
neutralizadores. Si para un cierto método de inactivacién la particula del virus inactivado todavia puede
internalizarse en unos PAM, se puede esperar que unos epitopos neutralizadores situados en el virus se hayan
conservado, implicando que el método de inactivacion es un buen candidato para el desarrollo de una efectiva
vacuna de PRRSV. Mediante el uso de este ensayo cualitativo, se optimizaron dos procesos de inactivacion para
inactivar al PRRSYV sin perjudicar a la capacidad de la particula de virus para internalizarse en unos PAM, es decir el
tratamiento con radiacién ultravioleta (UV) y el tratamiento con etilenimina binaria (con el acrénimo BEI del término
en inglés).

Se encontré, de manera sorprendente, que una vacunacion con un PRRSV que ha sido inactivado de acuerdo con
estos procesos, podria inducir una respuesta inmunitaria protectora en unos cerditos que son negativos para el
PRRSV vy daria como resultado una reduccion de la viremia después de la infecciéon, que es dependiente de
anticuerpos, que era mas fuerte que la inducida por una vacuna comercial del PRRSV inactivado.

Correspondientemente, un primer objetivo del presente invento es proporcionar un método in vitro para determinar la
antigenicidad de un virus inactivado, comprendiendo dicho método:

- poner en contacto un célula anfitriona con el virus inactivado que se ha de ensayar; y

- determinar la fijacion a y la internalizacion de dicho virus inactivado dentro de la célula anfitriona;

- en el que la capacidad de dicho virus inactivado para fijarse a y/o entrar en, la anfitriona es indicativa
de la antigenicidad de dicho virus inactivado.

Tal como se usa en los métodos de acuerdo con el invento, el virus inactivado es un miembro de los Arteriviridea o
Nidovirales; en particular un virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS), y la célula anfitriona se
selecciona entre el conjunto que se compone de macréfagos, monocitos, dendrocitos, granulocitos, células
anfitrionas recombinantes y células de rifidn de mono verde Africano.

En una forma de realizacion particular, el virus inactivado es el PRRSV y las células anfitrionas son unos macréfagos
alveolares o unas células anfitrionas recombinantes tales como células de Ovario de Hamster Chino (con el
acrénimo CHO del término en inglés) que han sido transfectadas para expresar la sialoadhesina de receptores
especificos para el PRRSV, y CD163. Por lo tanto en una forma realizacion particular el presente invento
proporciona un método in vitro para determinar la antigenicidad de un virus del PRRS inactivado, comprendiendo
dicho método;

- poner en contacto unos macréfagos, en particular un cultivo celular de macréfagos, con el virus del
PRRS inactivado que se ha de ensayar;

- determinar la fijaciéon a y/o la internalizacion de dicho virus del PRRS inactivado dentro de dichos
macrofagos;

en el que la capacidad de dicho virus del PRRS inactivado para fijarse a y/o entrar en dichos macréfagos,
es indicativa de la antigenicidad de dicho virus del PRRS inactivado.

La fijacion a y/o la internalizacion del virus inactivado en los métodos del invento, se determina usando unos
métodos de visualizacion directa o indirecta.
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Los métodos de visualizacién indirecta, como los que se usan en el presente contexto, se componen tipicamente de
un método inmunolégico que comprende unos anticuerpos que son especificos para el virus inactivado. En una
forma de realizacién, los anticuerpos son especificos para unas proteinas estructurales del virus inactivado,
incluyendo por ejemplo unas glicoproteinas o proteinas de la capside, que son especificas para el virus.

Tal como se establece con mas detalle en los ejemplos dados aqui a continuacién, en una forma de realizacion
particular, la fijacion a y/o la internalizacién de, el virus inactivado se determina usando un método inmunolégico, que
comprende unos anticuerpos que son especificos para por lo menos una proteina estructural de PRRSV
seleccionada entre el conjunto que se compone de las proteinas virales, GP2a (ORF2a), E (ORF2b), GP3 (ORF3),
GP4 (ORF4), GP5 (ORF5), M (ORF6) y N (ORF7).

En otro aspecto adicional, el presente invento proporciona un método para determinar el efecto de un proceso de
inactivacion viral sobre la antigenicidad del virus inactivado que se ha obtenido de esta manera, comprendiendo
dicho método:

- inactivar al virus con el proceso de inactivacion que se ha de ensayar, y
- determinar la antigenicidad del virus inactivado que se ha obtenido de esta manera, usando un método
de acuerdo con el invento;

en el que un proceso capaz de inactivar al virus sin afectar a la capacidad del virus que ha sido inactivado
de esta manera para fijarse a y/o entrar en el anfitrion, es indicativa de un proceso de inactivacion que
proporciona un virus inactivado, no afectado antigénicamente.

En todavia un aspecto adicional, el presente invento proporciona un método para identificar a unos compuestos
antivirales, comprendiendo dicho método poner en contacto una célula anfitriona tal como se proporciona en el
presente contexto, con un compuesto que se ha de ensayar, en la presencia y la ausencia de un virus inactivado; y
determinar la capacidad de dicho compuesto para prevenir o reducir la fijacién a y/o la internalizacion de dicho virus
inactivado en dicha anfitriona; en donde un compuesto capaz de prevenir o reducir la internalizaciéon de dicho virus
inactivado se identifica como un compuesto antiviral.

En un aspecto final, el presente invento proporciona el uso de los métodos del presente invento para llegar a e
identificar a unos procesos de inactivacion que proporcionan unos virus inmunogénicos € inactivados, y el uso
subsiguiente de los virus inmunogénicos e inactivados que se han obtenido de esta manera, en la produccién de una
vacuna; en particular en la producciéon de una vacuna destinada al tratamiento o la prevencion de una infeccion
causada por el PRRSV en un individuo.

Aunque no esté de acuerdo con el invento tal como se reivindica; el presente invento podria proporcionar una
vacuna que comprenda un virus inmunogénico e inactivado que ha sido identificado usando los métodos de acuerdo
con el invento.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: El efecto de diferentes métodos de inactivacion sobre la inactivacion del PRRSV. Un LV de tipo silvestre o
un LV inactivado se titulé para determinar la presencia del virus infeccioso en las muestras.

Figura 2: El efecto de diferentes métodos de inactivacion sobre la internalizacién del PRRSV. Unos macréfagos
fueron inactivados con un LV de tipo silvestre o con un LV inactivado y a la 1 hpi se determind la internalizacion de
las particulas del PRRSV inactivado mediante una microscopia confocal.

Figura 3A: El efecto de diferentes métodos de inactivacion sobre las proteinas del PRRSV. Un analisis por borron
de transferencia Westernde un LV de tipo silvestre o de un LV inactivado en circunstancias reductoras. El
experimento se realizd dos veces.

Figura 3B: El efecto de diferentes métodos de inactivacion sobre las proteinas del PRRSV. Un analisis por borron
de transferencia Westernde un LV de tipo silvestre o de un LV inactivado en circunstancias reductoras. El
experimento se realizd dos veces.

Figura 4: El efecto del tratamiento con UV, con la BEl y la irradiacidon con rayos gamma sobre una internalizacion de
PRRSV en células de CHO®" para determinar la ruta de internalizacién. Unas células de CHO o unas células de
CHO que expresaban sialoadhesina (CHOS”) fueron incubadas con un LV de tipo silvestre o un LV inactivado por
tratamiento con UV, con la BEI o por irradiacion con rayos gamma y se investigo la internalizacion por medio de una
microscopia confocal a la 1 hpi.

Figura 5: El efecto de diferentes métodos de inactivacion sobre el ciclo de replicacion viral. Unos macréfagos fueron
incubados con un LV inactivado o un LV de tipo silvestre durante 0, 1, 5 o 10 h. por medio de una microscopia
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confocal se midieron, a la 0 hpi la fijacion, a la 1 hpi la internalizacién, a las 5 hpi la fusion y a las 10 hpi la
replicacion.

Figura 6: Internalizacion de un virus no inactivado, inactivado por tratamiento con UV e inactivado por la BEI
en unos PAM. Unos PAM fueron incubados durante 1 h a 37°C en la presencia de un virus no inactivado (n.i.),
inactivado por tratamiento con UV o inactivado por la BEI. Unas células fueron fijadas con metanol y unas particulas
de un virus internalizado fueron visualizadas por medio de una tinciéon con inmunofluorescencia para la proteina de
la nucleocapside del PRRSV. El nimero de particulas del virus internalizado se reconté en cinco células para cada
condicion y el numero medio de particulas del virus internalizado por célula en la condicion del testigo no inactivado
se ajusté como 100 %. Las barras representan los porcentajes medios de internalizaciéon por célula en relacion con
la condicidn del testigo no inactivado y las barras de error representan el error tipico de la media. No se podrian
detectar diferencias significativas entre las diferentes condiciones.

Figura 7: Titulos de anticuerpos especificos para el PRRSV después de una vacunacion para el grupo A
(testigo con adyuvante), B (vacuna inactivada comercial), C (virus inactivado por tratamiento con UV) y D
(virus inactivado con la BEI). Los titulos de anticuerpos especificos para el PRRSV (en logz) en un suero fueron
determinados por medio de IPMA en diferentes momentos de tiempo después de una primovacunacién (@), una
vacunacién de refuerzo (@) y un desafio (). Los simbolos representan a unos animales individuales vy las lineas
representan a unos titulos medios de IPMA para cada grupo. La linea de puntos indica el limite de deteccion para el
IPMA.

Figura 8: Titulos de anticuerpos especificos para el PRRSV después de un desafio para el grupo A (testigo
con adyuvante), B (vacuna inactivada comercial), C (virus inactivado por tratamiento con UV) y D (virus
inactivado con la BEI). Los titulos de anticuerpos especificos para el PRRSV (en logz) en un suero fueron
determinados con un ensayo de SN en diferentes momentos de tiempo después del desafio (T). Los simbolos
representan a unos animales individuales y las lineas representan unos titulos medios de anticuerpos SN para cada
grupo. La linea de puntos indica el limite de deteccion para el ensayo de SN.

Figura 9: Titulos de virus en suero después de un desafio para el grupo A (testigo con adyuvante), B
(vacuna inactivada comercial), C (virus inactivado por tratamiento con UV) y D (virus inactivado con la BEI).
Los titulos de virus en suero (en logio TCIDso/ml) fueron determinados en diferentes momentos de tiempo después
del desafio (T) mediante una titulacién de los virus en PAM, seguido por una tincién con inmunoperoxidasa para la
proteina de la nucleocapside del PRRSV. Los simbolos representan animales individuales y las lineas representan
titulos medios de virus en cada grupo. La linea de puntos indica el limite de deteccion para la titulacion del virus.

Descripcion del invento
Tal como ya se ha mencionado aqui con anterioridad, un objetivo del presente invento es el de proporcionar unos
métodos in vitro que permitan el control cualitativo de la antigenicidad de unos virus inactivados.

La antigenicidad de un virus inactivado, tal como se usa en el presente contexto, se refiere a la capacidad de dicho
virus inactivado para inducir una respuesta inmunitaria especifica para el virus en un sujeto expuesto / inoculado /
inyectado / inmunizado con él. Puesto que es un objeto del presente invento proporcionar un método in vitro para
controlar la calidad de unas vacunas de virus inactivados, la respuesta inmunitaria inducida por el virus inactivado
deberia ser preferiblemente una respuesta inmunitaria protectora para el sujeto después de la infecciéon con el
correspondiente virus activo, es decir que el virus inactivado deberia inducir la producciéon de anticuerpos
neutralizadores que bloqueasen la replicacion de los virus en un sujeto infectado con ellos. Dichos anticuerpos
neutralizadores, inducidos por el virus inactivado, previenen la fijacion o la fijacién junto con la internalizacion de los
virus para las células anfitrionas naturales.

Los métodos del invento son particularmente Utiles para un virus que es un miembro de la familia de las
Arteriviridae, en particular para el Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV). En esta forma
de realizacion, las células anfitrionas naturales se componen de unas células que se identifican como permisivas, es
decir unas células que soportan la replicacion de dichos virus, en particular del PRRSV. En una forma de realizacioén,
dichas células se componen de las conocidas subpoblaciones de células diferenciadas del linaje de
monocitos/macréfagos, en particular de los macréfagos alveolares que son las células dianas primarias de un virus
que es un miembro de la familia de las Arteriviridae, en particular una infeccién causada por el PRRSV.

Por lo tanto, en una forma particular de realizacion, el presente invento proporciona un método in vitro para
determinar la antigenicidad de un virus del PRRS inactivado, comprendiendo dicho método;
- poner en contacto unas células anfitrionas permisivas para el PRRSV, con el virus del PRRS
inactivado que se ha de ensayar; y
- determinar la fijacion a y/o la internalizacion de dicho virus del PRRS inactivado en las células
anfitrionas permisivas para PRRSV;
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en el que la capacidad de los virus del PRRS inactivado para fijarse a y entrar en las células anfitrionas
permisivas para el PRRSV, es indicativa de la antigenicidad de dicho virus del PRRSV inactivado.

En un aspecto adicional de esta forma de realizacion, las células anfitrionas permisivas para el PRRSV se
seleccionan entre el conjunto que se compone de: macréfagos; macréfagos alveolares; y unas células tales como
células de los testiculos de cerdos (ST), células de rifiones de cerdos (p.ej. PK15 (CCL-33), SK-RST(CRL-2842)),
cultivos de células epiteliales, queratinocitos cutaneos (p.ej. HEK001 (CRL-2404), CCD1102 (CRL-2310)), células
Vero (CCL-81), fibroblastos de pulmones fetales humanos (p.ej. HFL1 (CCL-153)), células de pulmones
embrionarios humanos (p.ej. HEL299 (CCL-137)), células de ovarios de hamster chinos (CHO) o células de rifiones
embrionarios humanos (HEK) que expresan sialoadhesina y opcionalmente CD163.

En otro objetivo del presente invento, las células anfitrionas permisivas para el PRRSV, tal como se usan en los
métodos del presente invento, se componen de unas células que expresan por lo menos una de las sustancias
CD163 y sialoadhesina, incluyendo unas células anfitrionas recombinantes (tales como unas células transfectadas
con un ADN exdgeno usando unos procesos conocidos en la especialidad, para proporcionar la expresion de CD163
y/o sialoadhesina), expresar CD163 y/o la sialoadhesina, asi como unas células a las que se hace expresar CD163
y/o sialoadhesina por un tratamiento exdgeno con unos métodos que son conocidos por inducir la expresion de
CD163 y/o sialoadhesina en dichas células.

Por ejemplo, la expresion de CD163 puede ser inducida por medio de un tratamiento quimico. Los ésteres de forbol,
especialmente el miristil acetato de forbol (PMA), activan a una o mas isozimas del receptor de membrana ubicuo, la
proteina cinasa C (PKC) y son unos medios particularmente preferidos para aumentar la expresion de CD163. Se
consideran también otros métodos para la movilizacion del calcio intracelular.

Acerca de la sialoadhesina, se ha informado de que el interferén alfa (IFN-a) aumenta y es capaz incluso de inducir
la expresion de sialoadhesina en el linaje de células de monocitos-macrofagos. Asi, el tratamiento con el IFN-a es un
medio alternativo de aumentar / inducir la expresion de sialoadhesina en una célula.

Como se estipula en los ejemplos dados a continuacion, en una forma particular de realizacion, las células
anfitrionas permisivas para el PRRSV son un cultivo de macrofagos alveolares o de células anfitrionas
recombinantes, es decir unas células de CHO que expresan sialoadhesina; alternativamente unas células de CHO
que expresan sialoadhesina y CD163. En una forma de realizacion, las células anfitrionas permisivas para el PRRSV
se componen de una de las células de CHO que expresan sialoadhesina y CD163 que han sido depositadas el 14
de Maxo de 2008 en las Colecciones Coordinadas Belgas de Microorganismos como CHO®"®P'®* |C5:;
CHOS"®P'%® |pg y CHOSYP'® |F3 con los respectivos nimeros de acceso LMBP 6677CB; LMBP 6678CB y
LMBP 66779 CB respectivamente.

Unos métodos para obtener los virus muertos, es decir inactivados, que se usan en los métodos mas arriba
mencionados son conocidos por un profesional experto e incluyen, por ejemplo, un tratamiento de los virus
cosechados con formalina, beta propiolactona (BPL), etilenimina binaria (BEI), o una irradiaciéon con rayos gamma.

La inactivacion por formalina se realiza mezclando la suspension viral con formaldehido al 37 % hasta llegar a una
concentracién final de formaldehido de 0,05 %. La mezcla de virus y formaldehido es mezclada por agitacion
constante durante aproximadamente 4 horas a una temperatura de 37°C. El formaldehido es retirado después de
esto desde la muestra de virus mediante una ultracentrifugacion. La mezcla del virus inactivado es luego ensayada
para detectar la existencia de virus vivos residuales investigando para detectar el crecimiento en un linaje celular
apropiado.

La inactivacion por la BEI se realiza mezclando la suspension viral del presente invento con BEI 0,1 M (2-bromo-
etilamina en NaOH 0,175 N) hasta llegar a una concentracion final de BEI de 1 mM. La mezcla de virus y BEI es
mezclada por agitaciéon constante durante aproximadamente 24 horas a 37°C, lo que es seguido por la adicion de
tiosulfato de sodio 1,0 M hasta llegar a una concentracion final de 0,1 mM. La mezcladura se continda durante dos
horas adicionales. La mezcla del virus inactivado es ensayada para detectar virus vivos residuales investigando para
detectar el crecimiento en un linaje celular apropiado.

Por si mismos, los métodos de inactivacién no son un objetivo del presente invento, pero usando los métodos del
presente invento se ha hecho posible ahora identificar el método de inactivaciéon para un virus, que da como
resultado un virus inactivado que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria especifica para el virus en un sujeto
inmunizado con él.

Ensayo de escrutinio y aplicacién terapéutica

Por lo tanto, en un objetivo adicional, el presente invento estipula el uso de uno cualquiera de los métodos mas
arriba mencionados para determinar el efecto de un proceso de inactivacion viral sobre la antigenicidad del virus
inactivado que se ha obtenido de esta manera, asi como el uso de dicho virus inactivado en la produccion de una
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vacuna. En particular, una vacuna que comprende una cepa de PRRSV inactivada que se ha obtenido por medio de
los métodos del invento. La vacuna inactivada es producida por unos métodos bien conocidos en la especialidad.

El virus inactivado es mezclado tipicamente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una solucion
salina y, opcionalmente un adyuvante. Unos ejemplos de adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, el hidroxido de
aluminio, unas emulsiones de los tipos de aceite en agua y de agua en aceite, AMPHIGEN, unas saponinas tales
como QuilA, y unos adyuvantes polipeptidicos que incluyen interleucinas, interferones y otras citocinas.

Aunque no es de acuerdo con el invento tal como se reivindica, una vacuna se podria usar de acuerdo con el invento
ventajosamente proporcionada en una formulacion apropiada. Son preferidas tales formulaciones con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Esto comprende, p.ej., sustancias auxiliares, tampones, sales y agentes
conservantes.

Basandose en lo dicho anteriormente, aunque no es de acuerdo con el invento tal como se reivindica es también
posible usar el presente invento para proporcionar unos métodos (y un ensayo in vitro) para identificar unos
compuestos antivirales, comprendiendo dicho método: aplicar los métodos de acuerdo con el invento en la presencia
y en la ausencia del compuesto que se ha de ensayar, y determinar si dicho compuesto es capaz de prevenir y/o
reducir la fijacion y/o la internalizacion del virus inactivado en las células anfitrionas que se usan.

En una forma particular de realizacion, el presente invento podria estipular un método para identificar unos
compuestos antivirales que sean capaces de prevenir y/o reducir la fijacion y/o la internalizacion de un virus del
PRRS inactivado, comprendiendo dicho método,

- poner en contacto una célula anfitriona permisiva para el PRRSV, tal como se proporciona en el presente
contexto, con un virus del PRRS inactivado, en la presencia y en la ausencia del compuesto que se ha de
ensayar; y

- determinar la capacidad de dicho compuesto para prevenir y/o reducir la fijaciéon y/o la internalizacion del
virus del PRRS inactivado en las células anfitrionas permisivas para el PRRSV: en donde un compuesto
capaz de prevenir y/o reducir la fijacion y/o la internalizacién de dicho virus del PRRS inactivado en dicha
anfitriona permisiva para el PRRSV es identificado como un compuesto antiviral, en particular como un
compuesto anti-PRRSV.

El concepto de "compuestos”, tal como se usa en el presente contexto, incluye, pero no se limita a: unas pequefnas
moléculas que incluyen unas moléculas tanto organicas como inorganicas con un peso molecular de menos que
2.000 Daltons; unas proteinas; unos péptidos; unos oligonucledtidos antisentido; unos siRNAs; unos anticuerpos,
incluyendo unos anticuerpos tanto policlonales como monoclonales; unas ribozimas; etc.

En otro aspecto, este invento incluye unas composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos que se
han identificado usando los métodos del presente invento.

Las composiciones farmacéuticas del presente invento se pueden preparar por cualquier método conocido o eficaz
de otro modo para formular o producir la forma de producto seleccionada. Unos métodos para preparar las
composiciones farmacéuticas de acuerdo con el presente invento se pueden encontrar en la obra de "Remington's
Pharmaceutical Sciences" [Ciencias farmacéuticas de Remington], Mid.Publishing Co., Easton, Pa., EE.UU.

Por ejemplo, los compuestos se pueden formular juntamente con unos excipientes, diluyentes o vehiculos corrientes
y se pueden conformar a la forma de tabletas orales, capsulas, formulaciones para pulverizacion, enjuagues
bucales, pastillas rombicas, substratos tratados (p.ej., unas esponjas de hilas orales o tépicas, unas almohadillas, o
un substrato no digestible desechable que ha sido tratado con las composiciones del presente invento); unos
productos liquidos orales (p.ej. unas suspensiones, unas soluciones o unas emulsiones), unos polvos, o cualquier
otra apropiada forma de dosificacion.

Unos ejemplos no limitativos de apropiados excipientes, diluyentes y vehiculos se pueden encontrar en el
"Handbook of Pharmaceutical Excipients" [Manual de excipientes farmacéuticos], Segunda Edicion, American
Pharmaceutical Association, 1994, e incluyen: unos materiales de carga y de relleno y unos agentes extendedores
tales como un almidén, unos azucares, el manitol y unos derivados silicicos; unos agentes aglutinantes tales como
una carboximetil celulosa y otros derivados de celulosa, unos alginatos, una gelatina, y una poli(vinil pirrolidona);
unos agentes hidratantes tales como el glicerol; unos agentes desintegrantes tales como el carbonato y el
bicarbonato de sodio; unos agentes para retardar la disolucion tales como una parafina; unos agentes aceleradores
de la resorcion tales como unos compuestos de amonio cuaternarios; unos agentes activos superficialmente o
tensioactivos, tales como el alcohol acetilico, el monoestearato de glicerol; unos agentes adsorbentes, tales como un
caolin y una bentonita; unos vehiculos tales como el propilen glicol y el alcohol etilico, y unos agentes lubricantes
tales como un talco, el calcio y el estearato de magnesio, y unos poli(etilen glicoles) sélidos.
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Fijacion y/o internalizacion
En uno cualquiera de los métodos de acuerdo con el invento, la antigenicidad del virus inactivado es avaluada
determinando la fijacién y/o internalizacion de dicho virus inactivado en la célula anfitriona.

En principio, se puede usar en los métodos del invento cualquier técnica de visualizaciébn que permita una
visualizacién de particulas virales. Estas técnicas son conocidas por una persona experta en la especialidad e
incluyen, por ejemplo, unas herramientas de visualizacion directa, tales como una microscopia electrénica o el uso
de unos virus marcados de una manera detectable; asi como unas herramientas de visualizacion indirecta, tales
como unos métodos inmunoldgicos, que comprenden unos anticuerpos que son especificos para el virus.

Tal como se estipula con mas detalle en los ejemplos dados a continuacién, en una forma particular de realizacion
del presente invento, el método inmunoldgico esta basado en la aplicacion de unos anticuerpos que son especificos
para las proteinas estructurales del virus, es decir unas glicoproteinas o unas proteinas de la capside del virus.

En el caso del PRRSV, las proteinas estructurales se seleccionan entre el conjunto que se compone de GP2a
(ORF2a), E (ORF2b), GP3 (ORF3), GP4 (ORF4), GP5 (ORF5), M (ORF6) y N (ORF7). Unos anticuerpos particulares
en los métodos inmunolégicos del invento se estipulan en los ejemplos dados a continuacion e incluyen unos
anticuerpos monoclonales de ratén primarios contra una de las proteinas de LV; M (126.3) (Meulenberg y
colaboradores 1995), N (P3/27) (Wieczorek-Krohmer y colaboradores 1996), GP5 (4BE12) (Rodriguez y
colaboradores 2001), GP4 (122.29) (Meulenberg y colaboradores 1997), GP3 (P9A3-20) (Intervet) o unos
anticuerpos policlonales de ratén contra las proteinas mas arriba mencionadas.

Los ensayos inmunoldgicos para la deteccion de las proteinas estructurales virales comprenderan de manera tipica:
i) poner en contacto una muestra que ha estado en contacto con el virus, tal como por ejemplo unas células
recientemente cosechadas, o unos materiales lisados de células que han sido incubados en un cultivo celular, ii) en
la presencia de un anticuerpo que se fija de una manera especifica o selectiva a dicha proteina estructural viral, p.ej.
un anticuerpo marcado de una manera detectable, que es capaz de identificar a una proteina estructural del virus del
PRRS, seleccionada entre GP2a (ORF2a), E (ORF2b), GP3 (ORF3), GP4 (ORF4), GP5 (ORF5), M (ORF6) y N
(ORF7), iii) y detectar el anticuerpo fijado por medio de una cualquiera de un cierto nimero de técnicas bien
conocidas en la especialidad (p.ej. un borrén de transferencia Western, un ELISA o un FACS). Alternativamente la
fijaciéon de los anticuerpos especificos virales es determinada usando un anticuerpo marcado secundario, tal como
un anticuerpo entero que es especifico para una especie biotinilada con Ig anti-ratén de cordero en donde ell
anticuerpo primario es un anticuerpo monoclonal o policlonal de ratén que es especifico para una de las proteinas
estructurales virales.

Los anticuerpos que se usan en los diferentes métodos del presente invento pueden ser marcados de una manera
detectable, engarzando los mismos a una enzima y usando el anticuerpo marcado en un ensayo inmunolégico con
enzimas (EIA) (véase Voller, A,"The Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)" [El ensayo de un
inmunosorbente enlazado a una enzima], 1978, Diagnostic Horizons 2: 1, Microbiological Associates
QuarterlyPublication, Walkersville, MD) ; Voller, A. y colaboradores, 1978, J. Clin. Pathol. 31: 507-520; Butler, J. E.,
1981, Meth.E4Zy7n01. 73: 482; Maggio, E. (ed.), 1980, Enzyme Immunoassay, CRC Press, Boca Raton, FL;
Ishikawa, E. y colaboradores, (eds.), 1981, Enzyme Immunoassay, Kgaku Shoin, Tokio). La enzima que esta fijada
al anticuerpo reaccionara con un substrato apropiado, preferiblemente el isotiocianato de fluoresceina, la rodamina,
la ficoeritrina, la ficocianina, la aloficocianina, el o-ftaldehido y la fluorescamina.

El anticuergo puede también ser marcado detectablemente usando unos metales que emiten fluorescencia tales
como el '*’Eu, u otros de la serie de los lantanidos. Estos metales son fijados a un anticuerpo usando unos grupos
quelantes de metales tales como el acido dietilentriaminapentaacético (DTPA) o el acido etilendiaminatetraacético
(EDTA). Los fluorocromos tipicamente usados son la Fluoresceina, el Rojo de Texas u otros fluorocromos tales
como los de la serie Alexa Fluor.

El anticuerpo puede también ser marcado detectablemente acoplandolo con un compuesto quimioluminiscente. La
presencia del anticuerpo marcado con un compuesto quimioluminiscente se detecta por una luminiscencia que surge
en el curso de una reaccidon quimica. Ejemplos de unos compuestos marcadores quimioluminiscentes
particularmente utiles son el luminol, el isoluminol, un éster de acridinio teromatico, el imidazol, una sal de acridinio o
un éster oxalato.

De manera similar, un compuesto bioluminiscente se puede usar para marcar el anticuerpo del presente invento. La
bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia que es encontrada en unos sistemas bioldgicos en los que una
proteina catalitica aumenta la eficiencia de una reaccidon quimioluminiscente. La presencia de una proteina
bioluminiscente es determinada detectando una luminiscencia. Unos importantes compuestos bioluminiscentes para
las finalidades de marcacion son la luciferina, la luciferasa y la aequorina.
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Cuando se consideran la fijacién y/o la internalizaciéon de los virus inactivados, aparecen dos posibles formas de
realizacién del presente invento.

En una primera forma de realizacioén, o bien se sabe poca cosa acerca de las moléculas implicadas en la primera
etapa del ciclo viral, es decir la fijacion y la internalizacion del virus en su célula anfitriona, o ha de esperarse una
compleja interaccion del virus con las células anfitrionas. Esto ultimo sucede tipicamente cuando se usan las células
anfitrionas naturales en los métodos del presente invento, tales como por ejemplo el de usar unos macréfagos
alveolares porcinos con el PRRSV inactivado, para lo que es conocido que una pluralidad de receptores de
macrofagos, decir sialoadhesina, sulfato de heparano y CD163, se implican en una infeccién causada por el PRRSV
(Delputte PL, Costers S, Nauwynck HJ. (2005) J Gen Virol. 86(Pt 5):1441-5).

En dicha forma de realizacion, la antigenicidad del virus inactivado se determina midiendo tanto la fijacién como la
internalizacién de dicho virus inactivado, usando uno cualquiera de los métodos que se han mencionado mas arriba.

En una segunda forma de realizacion, hay una informacion especifica acerca de las moléculas que estan implicadas
en la primera etapa del ciclo viral, es decir la fijacion y la internalizacién del virus en su célula anfitriona. En dicho
caso, se pueden usar unas células anfitrionas recombinantes que expresan por lo menos una de dichas moléculas
en lugar de ella y en principio es suficiente determinar la fijacion del virus inactivado a dichas células anfitrionas
recombinantes.

Las células anfitrionas usadas tipicamente en esta segunda forma de realizacion incluyen unas células tales como
células de testiculos de cerdos (ST), células de rifiones de cerdos (p.ej. PK15 (CCL-33), SK-RST(CRL-2842)),
cultivos de células epiteliales, queratinocitos cutaneos (p.ej. HEK001 (CRL-2404), CCD1102 (CRL-2310)), células
Vero (CCL-81), fibroblastos de pulmones fetales humanos (p.ej. HFL1 (CCL-153)), células de pulmones
embrionarios humanos (p.ej. HEL299 (CCL-137)), células de ovarios de hamster chinos (CHO) o células de rifiones
embrionarios humanos (HEK). Dichas células son transformadas para expresar por lo menos una de las moléculas
que estan implicadas en la fijacion y la internalizacion del virus en su anfitriona natural.

Por ejemplo, en el caso del PRRSV inactivado, las moléculas implicadas en la fijacion y la internalizacion dentro de
los macréfagos, consisten en sialoadhesina, sulfato de heparano, CD163 y vimentina. Por lo tanto, una cualquiera de
las células antes mencionadas, que expresan por lo menos un compuesto escogido entre sialoadhesina, sulfato de
heparano, CD163 y vimentina, se puede usar para la determinacion de la antigenicidad de un virus PRRSV
inactivado, avaluando la capacidad de dicho virus de PRRSV inactivado para fijarse a dicha célula. En una forma
particular de realizacion las células se componen de unas células de CHO que expresan sialoadhesina.

El invento se comprendera mejor haciendo referencia a los Detalles Experimentales que siguen, pero los expertos
en la especialidad apreciaran con facilidad que éstos son solamente ilustrativos del invento tal como se describe
mas completamente en las reivindicaciones que siguen después de este texto. Adicionalmente, a lo largo de esta
solicitud se citan diversas publicaciones.

EJEMPLOS
Los siguientes Ejemplos ilustran el invento.

EJEMPLO 1: ANALISIS IN VITRO DEL EFECTO DE UNOS PROCESOS DE INACTIVACION DE VIRUS SOBRE
EPITOPOS DEL PRRSV QUE ESTAN IMPLICADOS EN LA ENTRADA DEL VIRUS

MATERIALES Y METODOS

1.1 Células y virus

El virus de Lelystad cepa Europea (con el acronimo LV del término an inglés) de PRRSV (Wensvoort y
colaboradores 1991) que se habia dejado crecer en el seno de células MARC-145 (en la 5 pasada) se us6 para
realizar la inactivacion. Unas células MARC-145 cultivadas en un medio minimo de Eagle (MEM) con 5 % de FCS, 1
% de glutamina, 1 % de penicilina-estreptomicina y 1 % de kanamicina se usaron para la produccion del LV y la
titulacion del virus inactivado. La fijacion y la internalizacién del virus inactivado se investigd en unos macréfagos que
se habian cultivado en un medio que contenia el RPMI 1640, 10 % de FCS, 1 % de penicilina-estreptomicina, 1 % de
kanamicina, 1 % de gentamicina, 1 % de tilosina, 1 % de glutamina, 1 % de unos aminoacidos no esenciales y 1 %
de piruvato de sodio durante 24 horas antes de la inoculacién. Cuando se usaron unas células de CHO, dichas
células se cultivaron en F12 con 10 % de FCS, 1 % de penicilina-estreptomicina, 1 % de kanamicina, 1 % de
glutamina y 1 % piruvato de sodio y fueron transfectadas con sialoadhesina. Al igual que los macréfagos, las células
de CHO se cultivaron también durante 24 horas antes de la inoculacion.
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1.2. Concentracion y purificacion del PRRSV

El virus de Lelystad cepa Europea (LV) del PRRSV se dejé crecer en el seno de células MARC-145. El virus se
purifico por filtracion a través de un filtro de 0,45 um y luego se ultra-centrifugd durante 2 h a 112.000 g con un rotor
del tipo 35 a 4°C. El sedimento del virus resuspendido se centrifugd durante 10 minutos a 16.000 g. La etapa de
purificacion final consistia en una ultracentrifugacion a través de una almohadilla de sacarosa al 30 % durante 3 h a
100.000 g con un rotor Sw41Ti a 4°C.

1.3. Métodos de inactivacion

Para una inactivacion del virus con el formaldehido, el virus purificado (10" TCIDso/ml) se incubé durante 4 h a 37°C
con diferentes concentraciones (0 - 0,01 - 0,1 - 1,0 - 10 o 100 ng/ml) del formaldehido. (Sigma) (Rossio y
colaboradores 1998; Darnell y colaboradores 2004). Luego el formaldehldo se retird por ultracentrifugacion. Una
inactivacion con el glutaraldehido se realizé con el virus purificado (10” TCIDso/ml) que se habia incubado durante 4
h a 37°C con diferentes concentraciones (0 - 0,005 - 0,05 - 0,5 - 5 0 50 ng/ml) del glutaraldehido (de Sigma) (Darnell
y colaboradores 2004). El glutaraldehido se retiré posterlormente por ultracentrifugacion. Para una inactivacion con
la 2,2-ditiodipiridina (AT-2), el virus purificado (10’ TCIDso/ml) se incubé durante 4 h a 37°C con diferentes
concentraciones (0 - 10 - 30 - 100 - 300 o 1000 oM) de la AT-2 (Aldrich) (Rossio y colaboradores 1998; Chertova y
colaboradores 2003). Después de ello, se retird la AT-2 por ultracentrifugacion. Para una inactivacion por cambio del
pH, el pH fue ajustado con HCl al 32 % a un pH de 2 y con NaOH a un pH de 12. El virus purificado (10 TCIDso/ml)
se incubd durante varias horas a un pH de 2 o a un pH de 12. Después de una incubacién, el pH se neutrallzo
(Darnell y colaboradores 2004). Para la inactivacion del PRRSV a una cierta temperatura, el virus purificado (10’
TCIDso/ml) se incubd durante varias (0 - 6 - 12 - 24 - 48 o 72) horas a 37°C (Darnell y colaboradores 2004;
Maheshwari y colaboradores 2004). La inactivacion del PRRSV con una irradiacion con rayos gamma se realizé con
el virus purificado (107 TCIDso/ml) que se irradio con diferentes dosis de una radiacion gamma (0 - 0,5 - 1,0 - 2,0- 4,0
- 6,0 - 8,0 0 10 Rad) con un acelerador de electrones (Darnell y colaboradores 2004). La |nact|vaC|on con radiacion
ultravioleta (UV) se realizdé con un medio reticulante con UV (UVP, Inc). El V|rus purificado (10" TCIDso/ml) se irradio
con luz UV en diferentes dosis (0 - 100 — 1.000 — 2.000 — 3.000 o 4.000 mJ/cm?) (Darnell y colaboradores 2004). La
inactivacion con etilenimina binaria (BEI) se realizé incubando el virus purificado (10" TCIDso/ml) con 1 mM de BEI
(de Aldrich) durante varias (0- 6 - 12-24 - 48 0 72) horas a 37°C. La reaccién se detuvo con 0,1 mM de tiosulfato
de sodio (Mondal y colaboradores 2005; Berhane y colaboradores 2006).

1.4. Analisis de una inactivacion completa por titulacién del virus

La titulacion del virus se realizé en una placa de 96 pocillos con una monocapa confluyente de células MARC-145.
Las muestras tratadas de PRRSV se diluyeron a 10 veces desde 10° hasta 10”. Las MARC-145 se inocularon con
50 pl/pocillo de cada una de las diluciones. Después de una incubacion durante 3 hasta 5 dias a 37°C, se investigo
el acontecimiento de un efecto citopatico (CPE) y se podria calcular la dosis infecciosa en un cultivo de tejido de
50 % (TCIDsp).

1.5 Analisis de la fijacion y la internalizaciéon de los PRRSV vivos e inactivados por tincion inmunitaria

Unos macréfagos o unas células de CHO (incluyendo unas células de CHO que expresan sialoadhesina y CD163
que han sido depositadas el 14 de Mayo de 2008 en las Colecciones Coordinadas Belgas de Microorganismos como
CHOS"CP'8% |c5; CHOSYCP'® |Dg y CHO®"®P'®® |F3 con los respectivos niimeros de acceso LMBP 6677CB; LMBP
6678CB y LMBP 66779 CB respectivamente.) se incubaron durante 1 h a 37°C con el PRRSV tratado y se fijaron
con metanol. Luego la proteina de la capside se tifi6 con un anticuerpo primario P3/27 y con un anticuerpo
secundario de cabra anti-FITC de ratén. Un analisis confocal se realizé para determinar la cantidad del PRRSV
internalizado.

Los macrofagos, unas células de CHOS" 0 CHOS™CP'83 g6 sembraron a razén de 200.000 células/ml en una placa de
24 pocillos provista de un inserto. Después de 2 dias, las células se inocularon con el virus de Lelystad (LV) de tipo
silvestre que se habia dejado crecer en el seno de unas células MARC-145 y con el LV inactivado que se habia
dejado crecer en el seno de unas células MARC-145. Las células se fijaron con metanol después de 1 hora a 4°C
(fijacién; a 0 hpi), de 1 hora a 37°C (internalizacion), de 5 horas a 37°C (fusion; la disminucion en el numero de
particulas de virus muestra el nimero de procesos de fusién / eliminacion del revestimiento del virus, si el numero de
particulas de virus permanece idéntico al que se presenta a la 1 hpi, es decir el virus no se ha fusionado), de 12
horas a 37°C (infeccion) y de 24 horas a 37°C (infeccion). El virus se tifid con un anticuerpo primario P3/27 (anti-
capside) y un anticuerpo secundario de cabra anti-FITC de ratén. Las particulas de virus se contaron con un
microscopio confocal.

1.6 Ensayos de segurldad para confirmar una inactivacion completa

En un primer ensayo, 107 particulas de virus/ml se inactivaron y la dosis completa se dispuso en el seno de unas
células MARC-145 durante 2 pasadas. El segundo ensayo fue igual que el que el primer ensayo pero 10® particulas
de virus/ml se activaron y colocaron en el seno de células MARC-145 durante 2 pasadas. Las células MARC-145 se
investigaron cada semana para detectar el CPE. El ensayo final fue un bioensayo, en el que una dosis de PRRSV
inactivado se inyectd en un cerdo. El suero se comprobd cada semana para detectar la viremia durante 8 semanas.
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1.7 Analisis del patron de proteinas de PRRSV vivos e inactivados por medio de una SDS-PAGE y una
transferencia de borréon Western

Unos PRRSV purificados e inactivados se separaron en una SDS-PAGE al 12 % en condiciones reductoras o no
reductoras. Las proteinas se transfirieron luego como un borrén sobre una membrana de PVDF. Las membranas se
tiferon durante 1 hora con un anticuerpo monoclonal de ratén primario contra una de las proteinas de LV M (126.3)
(Meulenberg y colaboradores 1995), N (P3/27) (Wieczorek-Krohmer y colaboradores 1996), GP5 (4BE12)
(Rodriguez y colaboradores 2001), GP4 (122.29) (Meulenberg y colaboradores 1997), GP3 (P9A3-20) (Intervet) o un
anticuerpo monoclonal de ratén. Una segunda etapa de incubacién durante 1 hora con un anticuerpo entero
especifico de una especie, biotinilado con Ig de cordero anti-ratéon secundaria (Amersham Biosciences). La ultima
etapa de incubacion durante 1 hora se realizdé con un complejo de peroxidasa de rabano rusticano biotinilada con
estreptavidina (Amersham Biosciences). Finalmente las proteinas se detectaron con quimioluminiscencia (ECL).
Intensificada.

RESULTADOS

2.1 Visién de conjunto de los métodos de inactivacion que se usaron

Tipo Mecanismo

Formaldehido |Agente reticulante |- Influencia sobre el genoma puesto que él monohidroximetiliza a la adenina
(Alderson 1964)
- Reticulaciéon del ARN para dar proteinas de la capside (Ma y Harris 1988;
Feron y colaboradores 1991; Kuykendall y Bogdanffy 1992), que causa un
bloqueo de la lectura del genoma (Permana y Snapka 1994)
- Reticulacién de proteinas por formaciéon de puentes de metileno inter- e
intramoleculares entre aminas hidroximetiladas (Fraenkel-Conrat 1954)

Glutaraldehido |Agente reticulante |- Reticulacion de proteinas por el mismo mecanismo que el del formaldehido
que se ha descrito mas arriba (Cheung y Nimni 1982).

AT-2 Agente reticulante |- Oxidacion de grupos S-H y causando de este modo la formacion de puentes
de S-S que reticulan a las proteinas y dan como resultado una modificacion
covalente y una inactivacion funcional de proteinas virales internas que
contienen S-H (Chertova y colaboradores 2003).

pH Agente de - Desnaturalizacién de proteinas, la conformacion de proteinas espiga de
desnaturalizacion | coronavirus hace posible por ejemplo una fusion del virus con la célula
anfitriona por cambios a un pH de 8 (Weismiller y colaboradores 1990).

Temperatura Agente de - A alta temperatura desnaturaliza a proteinas. Como un resultado de ello, La
desnaturalizacion | conformacion de las proteinas virales que estan implicadas en la fijacion y
replicacion en una célula anfitriona puede haber cambiado (Lelie y

colaboradores 1987; Schlegel y colaboradores 2001).

Irradiacion Radiacion - Los virus son inactivados principalmente por dafo directo, por intermedio de
gamma una disrupcion del genoma (Grieb y colaboradores 2002).
- Formacion de radicales libres que dafa a las proteinas (Grieb y
colaboradores 2002)

Luz UV Radiacion - Induccion de la formacion de un dimero entre uracilos adyacentes en un

ARN (Miller y Plagemann 1974; Sinha y Hader 2002). La formacion de un
dimero conduce a presion y rotura de la cadena principal de un azicar. Esto
causa un bloqueo de la lectura del genoma..
- Con mas lentitud, el tratamiento con UV causa también unas modificaciones
estructurales de las proteinas de la capside dando como resultado la
formacion de unos fotoproductos grandes y pequefios (Subasinghe y Loh
1972; Miller y Plagemann 1974).

BEI Agente alquilante - Alquilacion del ARN. Es posible que la lectura del genoma sea bloqueada

por la alquilacion de guanina o adenina por medio de la BEI (Broo y
colaboradores 2001; Gates y colaboradores 2004)
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2.2 Efecto de diferentes tratamientos sobre la inactivacion

Con el fin de ensayar el potencial de los diferentes tratamientos para inactivar al PRRSV, un virus purificado
(107/ml) se tratd en primer lugar con formaldehido, glutaraldehido, AT-2, pH, a 37°C, irradiacién con rayos gamma,
luz UV o BEI para diferentes concentraciones, momentos de tiempo (duraciones) y dosis. EI PRRSV tratado se
valor6 para determinar una curva de inactivacion (Fig. 1). No se detectd ningun virus infeccioso con la concentracion
mas baja de 10 pg/ml de formaldehido (Fig. 1A). Para el glutaraldehido (Fig. 1B) la cantidad de virus infeccioso
disminuyé en funcion de la concentracion y no se podria detectar ningun virus infeccioso si se usase una
concentracion de 0,5 ng/ml de glutaraldehido o mas. El PRRSV era todavia infeccioso después de una incubacion
durante 4 horas a 37°C con la concentracion mas alta de 2 mM de AT-2 (Fig. 1C). La curva de inactivacion del
PRRSV tratado con pH (Fig. 1D), muestra que no se detectd ningun virus infeccioso después de una incubacion
durante 1 hora a un pH de 2 y a un pH de 12, en el primer momento de tiempo investigado. Para un tratamiento a
37°C la cantidad del virus infeccioso disminuy6 de una manera dependiente del tiempo y no se detectd ningun virus
infeccioso después de una incubacién durante 48 horas a 37°C (Fig. 1E). El PRRSV irradiado con rayos gamma no
mostré ningun virus infeccioso con la dosis de irradiacion mas baja de 0,5 kGy (Fig. 1F). No se detectd ningun virus
infeccioso cuando el PRRSV se sometio a tratamiento con UV usando una dosis de irradiacion de 100 mJ/cm? de UV
o mas (Fig. 1G). Para la BEI no se detectd ningun virus infeccioso después de una incubacion durante 6 horas a
37°C con una concentracion de 1 mM de BEI, en el primer momento de tiempo investigado (Fig. 1H).

2.3. Efecto de diferentes procesos de inactivacion sobre la internalizacion en macréfagos

Con el fin de investigar la conservacion de los epitopos neutralizadores del PRRSV tratado, se realizé una tincion
inmunitaria para determinar si todavia era posible una internalizacién del PRRSV inactivado en los macroéfagos.
Estos experimentos de internalizacion se muestran en la Fig. 2 y en la Fig. 5. Un PRRSV inactivado con 0,1 ng/ml de
formaldehido o con 50 ng/ml de glutaraldehido ya no era capaz de internalizarse en macrofagos (Fig. 2A, B y Fig. 5).
Esto indica que no fueron conservados los epitopos neutralizadores que estaban implicados en la internalizacién. Un
PRRSV tratado o bien a un pH de 2 o a un pH de 12 no podria internalizarse en macréfagos después de una
incubacion durante 1 hora, lo que sugiere que los epitopos virales neutralizadores no fueron conservados en ningun
caso (Fig. 2D y Fig. 5). Tomados conjuntamente, estos resultados indican que los tratamientos con formaldehido,
glutaraldehido y pH son unos procesos ineficaces para inactivar al PRRSV si los epitopos virales neutralizadores
necesitan ser conservados, puesto que el PRRSV inactivado no puede internalizarse en macréfagos. Por lo tanto, es
probable que suceda una induccién de anticuerpos neutralizadores por inmunizacién de cerdos con dicho virus
inactivado.

Los experimentos de internalizacion con un PRRSV inactivado por la AT-2 (Fig. 2C y Fig. 5) mostraron que el
PRRSV tratados con todas las concentraciones de la AT-2 podrian todavia internalizarse en macroéfagos, pero esto
se tenia que esperar puesto que los virus eran todavia infecciosos incluso con la concentracién mas alta de AT-2. La
inactivacion del PRRSV con la AT-2 no es un método eficiente de inactivacion, puesto que el virus es todavia
infeccioso, incluso en una concentracién de 2 mM de AT-2. La experimentos de internalizacion para una inactivacion
a 37°C (Fig. 2E y Fig.5) mostraron que los PRRSV incubados a 37°C para todos los momentos de tiempo
investigados podrian todavia internalizarse en macréfagos, lo que sugiere que los epitopos virales neutralizadores
se habian conservado. Un PRRSYV tratado con todas las dosis de rayos gamma o luz UV examinadas podria todavia
internalizarse en macrdéfagos, lo que sugiere que los epitopos neutralizadores se habian conservado, pero la
internalizacion era dependiente de la dosis para un PRRSV inactivado con rayos gamma (Fig. 2F, G y Fig. 5).
Finalmente, la Fig. 2H y la Fig. 5 mostraron que el PRRSV tratado con 1 mM de BEI podria todavia internalizarse en
macrofagos para todos los momentos de tiempo investigados, lo cual indica que los epitopos neutralizadores se
habian conservado.

Estos resultados demuestran que los tratamientos con temperatura, irradiacion con rayos gamma, luz UV y BEI son
unos métodos eficientes para inactivar al PRRSV si los epitopos virales neutralizadores necesitan haberse
conservado, puesto que el virus se ha inactivado, mientras que todavia se produce una internalizacién en
macrofagos. Puesto que nosotros podemos suponer que los epitopos virales neutralizadores se conservan, el
PRRSYV inactivado sera capaz con la maxima probabilidad de inducir la produccién de anticuerpos neutralizadores
en cerdos. Esto sugiere que unos métodos de inactivacion que solamente afectan al genoma y conservan a los
epitopos virales neutralizadores, tal como se avallua observando la capacidad de fijacion e internalizacion del
PRRSYV inactivado, son utiles para el desarrollo de una satisfactoria vacuna de virus inactivado contra el PRRSV.

Los resultados observados en las células de CHOS" y CHO®"®P'®® (Tabla 1), estan en concordancia con las
observaciones hechas en la anfitiona natural del PRRSV, es decir macréfagos alveolares, y que
correspondientemente ellas se pueden usar como una alternativa en el control cualitativo para descubrir unos
candidatos para el desarrollo de vacunas inactivadas.
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Tabla 1 Fijacion, internalizacion, fusion e infeccion de un LV (testigo) y un LV inactivado en tres diferentes linajes
celulares CHOS™ P83 (IC5, ID9 y IF3)

Testigo BEI uv
(no inactivado)

IC5 |[ID9 |[IF3 [IC5 |[ID9 |IF3 |IC5 |[ID9 |IF3

Fijacion (particulas contadas a la 0 hpi) 14 12 7 18 9 10 5 6 5
Internalizacion (particulas contadas a la 1 hpi) 41 31 31 38 34 25 35 23 24
Fusién (particulas contadas a las 5 hpi) 3 2 2 1 1 2 0 0 0
Infeccion a las 12 hpi (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infeccion a las 24 hpi (%) 5 2 2 0 0 0 0 0 0
Formaldehido Glutaraldehido
IC5 ID9 IF3 IC5 ID9 IF3

Fijacion (particulas contadas a la 0 hpi)
Internalizacion (particulas contadas a la 1 hpi)
Fusién (particulas contadas a las 5 hpi)

Infeccion a las 12 hpi (%)

ol o oo ©
oo oo DN
oO|loOo| ~|O| -~

1
0
0
0
0

oo oo o
oo —~|O DN

Infeccion a las 24 hpi (%)

Un LV inactivado con BEI y por tratamiento con UV muestra una fijacion, una internalizacion y una fusion similares a
las del LV no inactivado, pero no hay ninguna infeccion, por lo que estos métodos son unos buenos candidatos para
el desarrollo de una vacuna. El formaldehido y el glutaraldehido no muestran ninguna infeccion pero ya no hay
ninguna internalizacién mas, por lo que podemos sacar la conclusion de que se han destruido los epitopos que estan
implicados en la entrada del virus.

2.4 Efecto de los diferentes métodos de inactivacion sobre el ciclo viral

Un PRRSYV inactivado con formaldehido, glutaraldehido y a un pH no es capaz de internalizarse en macréfagos, que
es la primera etapa en el ciclo viral. Puesto que no se realiza una internalizacién, tampoco se realizaran la
eliminacion del revestimiento, la replicacion, el ensamble y la liberacion del virus (Fig. 5). Un PRRSV inactivado por
37°C, irradiaciéon con rayos gamma, tratamiento con UV y con BEI puede todavia internalizarse en macrofagos, de
manera tal que es capaz de realizar la primera etapa del ciclo viral. Después de 5 horas, se realizé la eliminacién del
revestimiento de manera tal que también se puede realizar la segunda etapa del ciclo viral. El virus inactivado, sin
embargo, no es capaz de replicarse y por lo tanto es bloqueado en la ultima etapa del ciclo (Fig. 5).

2.5 Ruta de entrada del PRRSV inactivado

Unos métodos que inactivan al PRRSV, pero que no afectan a la entrada del virus dentro de los macréfagos fueron
examinados adicionalmente para determinar la ruta de entrada del virus dentro de las células. Los autores del
invento hemos investigado si el PRRSV inactivado se internalizaba por intermedio de sialoadhesina, tal como se ha
descrito para un PRRSV infeccioso (Vanderheijden y colaboradores 2003), o si simplemente era asimilado por
fagocitosis. Por lo tanto, se usaron unas células de CHO que por defecto no expresan sialoadhesina y se creé un
linaje de células de CHO que expresa establemente sialoadhesina. Nosotros hemos usado entonces estas células y
sus contrapartidas no transformadas para comparar una internalizacion de virus tratados y no tratados. Para un
PRRSV que habia sido inactivado con 37°C, irradiaciéon con rayos gamma, tratamiento con UV y con BEI nosotros
hemos encontrado que él se internalizaba en las células usando sialoadhesina y que la internalizacion no era el
resultado de una fagocitosis (Fig. 4).

2.6 Ensayo de seguridad para confirmar una inactivacion completa

Los métodos de irradiacion con rayos gamma, de tratamiento con UV y con BEI parecen ser unos métodos Utiles
para el desarrollo de vacunas de PRRSV muertos, puesto que ellos se fijan e internalizan en macréfagos de una
manera similar a la del virus virulento. Por lo tanto se realizaron algunos ensayos de seg;uridad para confirmar que el
virus inactivado estaba completamente inactivado. En primer lugar, se inactivaron 10" particulas del virus/ml y se
inocularon unas células MARC-145 por 2 pasadas con el virus inactivado. Este ensayo indicé que un virus inactivado
con 100 mJ/cm? de UV o durante 6 horas con BEI estaba completamente inactivado. Para estar seguros de que el
virus estaba inactivado, se seleccionaron 1.000 mJ/cm? de UV o 24 horas con BEI como métodos seguros para
inactivar al PRRSV. El virus inactivado por irradiacion con rayos gamma, sin embargo, no estaba completamente
inactivado y por lo tanto no era util para el desarrollo de vacunas. Para el tratamiento con UV y con BEI se realizé un
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segundo ensayo. Por lo tanto se inactivaron 10 veces mas cantidad del virus, 10° particulas de virus/ml, y se
inocularon unas células MARC-145 por 2 pasadas con el virus inactivado. Los resultados demuestran que por
tratamiento con 1.000 mJ/cm? de UV o durante 24 horas con BEI se podria inactivar todavia por completo 10 veces
mas cantidad del virus. Como un ensayo final, un virus que habia sido inactivado con 1.000 mJ/cm? de UV o durante
24 horas con BEI se inyectd en cerdos. Los resultados no mostraron ninguna viremia en cerdos, lo que sugiere que
el virus inactivado estaba completamente inactivado y era seguro usarlo en cerdos para efectuar el desarrollo de
vacunas.

2.7 Analisis del patron de proteinas del PRRSV inactivado

El experimento de internalizacién con un PRRSV inactivado con formaldehido, glutaraldehido y pH, indicé que los
epitopos neutralizadores no estaban presentes y unos experimentos con un PRRSV inactivado con AT-2, 37°C,
rayos gamma, UV y BEI indicaron que los epitopos neutralizadores se habian conservado. Esto se demuestra
adicionalmente analizando el patron de proteinas del virus antes y después de una inactivacion por transferencia de
borrén Western (Fig. 3A y B, Tabla 2.). En circunstancias reductoras, todas las proteinas virales estaban presentes
después de una inactivacién con formaldehido asi como en circunstancias no reductoras, pero en una extension
menor que el PRRSV no tratado (Fig. 3A y B, Tabla 2.).

Tabla 2 Densidad de borrones de transferencia Western de los experimentos (media de experimentos duplicados)

/ uv BEI 37°C Gamma form. glut. AT2 pH2
N 100 48 103 85 83 30 6 26 82
M 100 14 65 46 48 23 6 23 40
GP5 100 56 95 87 56 42 1 50 75
GP4 100 73 93 91 50 50 13 28 83
GP3 100 47 94 95 39 83 5 83 94
dimero N 100 45 83 92 66 43 0 43 31
MGP5 100 58 87 92 80 73 0 63 67

Esto es debido con la maxima probabilidad a una reticulacion de proteinas por el formaldehido. Para el
glutaraldehido, en condiciones reductoras todas las proteinas virales desaparecieron después de una inactivacion,
asi como en unas condiciones no reductoras (Fig. 3A y B, Tabla 2). Esto es debido probablemente a unos sucesos
de reticulacion entre proteinas por el glutaraldehido, de manera tal que los enormes complejos formados ya no son
detectables mas. Como se muestra en las Fig. 3A y B, todas las proteinas virales estaban presentes después de una
inactivacion con cambios del pH asi como en unas circunstancias no reductoras. Los complejos tales como el
dimero N y el M-GP5 fueron mas degradados en comparacién con el virus no tratado (Tabla 2), lo que es
probablemente la consecuencia de una desnaturalizacion. Para la AT-2, tanto en condiciones reductoras como en
condiciones no reductoras, estaban presentes todas las proteinas virales, pero menos que en los virus no tratados
(Fig.3A y B, Tabla 2). Esto es debido probablemente a unos sucesos de reticulacion.

En circunstancias reductoras, todas las proteinas virales estaban presentes después de una inactivaciéon con 37°C
asi como en unas circunstancias no reductoras (Fig. 3A y B, Tabla 2). En unas condiciones reductoras todas las
proteinas virales estaban presentes después de una inactivaciéon por irradiacion con rayos gamma, asi como en
unas condiciones no reductoras, pero en una menor extension que en el virus no tratado (Fig. 3A y B, Tabla 2). Esto
es debido con suma probabilidad a la formacion de unos radicales libres que destruyen a las proteinas.

Comparando el patron de proteinas del virus antes y después de una inactivacion por irradiacion con UV mediante
una transferencia de borron Western, nosotros hemos obtenido evidencia de que una irradiaciéon por tratamiento con
UV dafiaba a las proteinas virales (Fig. 3A y B, Tabla 2). Para la BEI, en circunstancias reductoras todas las
proteinas virales estaban presentes después de la inactivacion, al igual que en unas circunstancias no reductoras
(Fig. 3A y B, Tabla 2). Los PRRSV inactivados con formaldehido, glutaraldehido, pH, AT-2, rayos gamma y
tratamiento con UV no tienen el mismo patrén de proteinas que el virus no tratado. Estos resultados indican que los
PRRSV inactivados con estos procesos de inactivacion no se asemejan al PRRSV infeccioso y probablemente no
seran Utiles para el desarrollo de vacunas, después de todo.

Los PRRSYV inactivados con 37°C y con BEI mostraron el mismo patrén de proteinas que el virus no tratado. Estos
resultados indican que los PRRSV inactivados con 37°C y con BEI se asemejan al PRRSV infeccioso y pueden ser
Utiles para el desarrollo de vacunas

El problema principal para el desarrollo de una vacuna de PRRSV es que la induccién de anticuerpos
neutralizadores es retardada cuando se inmunizaba con las vacunas de PRRS muertas actualmente usadas o
después de la infeccion con un virus del PRRSV infeccioso (Yoon y colaboradores 1995). Las vacunas de PRRSV
muertas actualmente usadas también se tropiezan con el problema de que ellas no protegen completamente contra
una infecciéon causada por el PRRSV puesto que la vacuna no puede inducir una produccién de anticuerpos
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neutralizadores. En nuestro laboratorio hemos encontrado que unos anticuerpos contra unos epitopos virales que
son esenciales para la entrada del virus en macréfagos estan impidiendo la infeccion (Delputte y colaboradores
2004). De esta manera nosotros queriamos investigar diferentes métodos de inactivacion para el PRRSV y su efecto
sobre los epitopos virales que son importantes para una entrada en macroéfagos. Idealmente, un método de
inactivaciéon deberia de inactivar al virus, al mismo tiempo que conservar a los epitopos neutralizadores, es decir
retener la capacidad del virus inactivado para fijarse a e internalizarse dentro de unas células que son permisivas
para el PRRSV.

De acuerdo con la bibliografia, el formaldehido y el glutaraldehido tienen un efecto similar sobre las proteinas,
puesto que ellos son capaces de inducir la reticulacion de las proteinas (Fraenkel-Conrat 1954; Cheung y Nimni
1982). Sin embargo, una reticulacion de unos epitopos virales que estan implicados en la fijacién y la internalizacion
del PRRSV pueden interferir con la subsiguiente presentacién de epitopos virales a unas células del sistema
inmunitario adaptativo. Nuestros experimentos con estos agentes sugieren desde luego que los epitopos
neutralizadores son modificados por el formaldehido y el glutaraldehido, puesto que el virus ya no puede fijarse e
internalizarse en macréfagos. Por lo tanto, nosotros podemos sacar la conclusion de que el formaldehido y el
glutaraldehido no son unos métodos efectivos para inactivar al PRRSV mientras que conservan a los epitopos
virales neutralizadores.

Otro agente de reticulacion que se us6 para la inactivacion del HIV-1 (Chertova y colaboradores 2003), la AT-2, no
mostré ningun efecto observable sobre el PRRSV en nuestras manos, puesto que el virus permanecia activo.
Incluso después de la aplicacion de 20 veces la cantidad usada para una inactivacion satisfactoria del HIV-1, el
PRRSV permanecia activo. Puesto que parece que el PRRSV no es sensible para la AT2, no podemos usar este
producto con el fin de inactivar al PRRSV para el desarrollo de una vacuna muerta.

Otro grupo de agentes que se usan para una inactivacion viral se compone de unos compuestos desnaturalizadores.
Unos agentes de los que se ha demostrado documentalmente que inactivan a unos virus por desnaturalizaciéon son
unas variaciones del tratamiento a un pH y a una temperatura (Lelie y colaboradores 1987; Schlegel y colaboradores
2001). Como ocurre con la reticulacion de proteinas, la desnaturalizaciéon de proteinas virales puede también destruir
al o a los epitopo(s) neutralizador(es) de PRRSV, pero nuestros resultados son inequivocos en este asunto: una
variacion del pH impedia que el PRRSV se fijase e internalizase en macréfagos, mientras que un modesto aumento
de la temperatura no afecta a la fijacion ni a la internalizacién del virus. Nuestros resultados indican por lo tanto que
el cambio del pH no es un proceso util para desarrollo de una vacuna de PRRSV muerta, puesto que los epitopos
para la fijacion y la internalizacion del virus en macréfagos son destruidos probablemente por desnaturalizacion de
los epitopos. Puesto que un tratamiento durante 48 horas a 37°C no impide una replicacion viral, pero todavia
permite una fijaciéon y una internalizacion, el recurso de aumentar la temperatura seria una interesante opcién para
generar una vacuna de PRRSV muerta. Sin embargo, no recomendariamos usar este método para inactivar al
PRRSV para el desarrollo de vacunas, puesto que se desconoce el mecanismo de la inactivacion, ya que una
temperatura de 37°C es demasiado baja para desnaturalizar a las proteinas virales.

Puesto que una irradiacion con rayos gamma tiene principalmente un efecto sobre el genoma, podria suponerse que
éste seria un método efectivo para inactivar al PRRSV. Después de una tinciéon con IPMA de unas células MARC-
145 inoculadas con el PRRSV inactivado por irradiacion con rayos gamma hemos encontrado que el margen entre
una inactivacion completa y una conservacion de epitopos neutralizadores es demasiado pequefio para usar este
método en una via segura para el desarrollo de vacunas. Una tincion con IPMA mostré que el PRRSV inactivado con
una dosis de 1,5 kGy era todavia infeccioso, mientras que el PRRSV inactivado con una dosis de 2 kGy ya no podria
internalizarse completamente en macréfagos nunca mas, lo que sugiere que los epitopos neutralizadores no se
conservan a una alta dosis, del modo mas probable debido a la formacion de unos radicales libres que dafian a las
proteinas, lo que también se observa al realizar un analisis de transferencia de borron Western. Podemos sacar la
conclusién de que una irradiaciéon con rayos gamma no es un método efectivo para inactivar al PRRSV si los
epitopos virales neutralizadores necesitan ser conservados. Hay todavia una internalizacion en macréfagos incluso
con una dosis de 0,5 kGy y mas, incluso aunque ya no se detectan mas virus infecciosos con estos niveles de
irradiacion, pero el analisis por borrén de transferencia Western mostré una degradacion de las proteinas virales.
Estos resultados sugieren que una induccion de anticuerpos neutralizadores sera probablemente dificil si se usa una
irradiaciéon con rayos gamma para inactivar al PRRSV.

De todos los métodos ensayados, los métodos mas prometedores para inactivar al PRRSV para el desarrollo de una
vacuna de virus muerta son los tratamientos con UV y con BEI, puesto que ellos solamente tienen un efecto sobre el
nivel en el genoma y conservan a los epitopos virales neutralizadores tal como se muestra por una internalizacion
del virus inactivado en macrofagos. Estos métodos no interfieren con la internalizacion normal del PRRSV en
macrofagos, tal como se muestra por la presencia del PRRSV tratado en unas células de CHO que poseen
sialoadhesina y por su ausencia en células de CHO que son deficitarias en sialoadhesina. Esto indica que los
epitopos que son esenciales para la fijacion y la internalizacién del PRRSV en macréfagos se han conservado y por
lo tanto la induccién de anticuerpos neutralizadores se realizara con la maxima probabilidad puesto que los
tratamientos con UV y con BEI no destruyen a los conocidos epitopos virales neutralizadores que se usan para la
entrada en los macrofagos (Delputte y colaboradores 2004). Sin embargo, para el tratamiento con UV se ha
informado acerca de la destruccion de proteinas de la capside (Miller y Plagemann 1974). Aunque hemos observado
una degradacion de proteinas virales en un analisis de borron de transferencia Western, el virus inactivado con UV
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era todavia capaz de internalizarse en macréfagos a pesar de las dosis de irradiacion de 100 mJ/cm? y mas altas.
Este resultado sugiere que se conservan los epitopos virales neutralizadores.

En conclusion, los resultados de nuestro estudio acerca de métodos de inactivacion sugieren que los métodos de
tratamiento con UV, con BEI y de irradiacion con rayos gamma, que tienen principalmente un cierto efecto sobre el
genoma, podrian ser unos métodos interesantes para inactivar al PRRSV para el desarrollo de vacunas, puesto que
el virus tratado es todavia capaz de internalizarse, pero ya no se replica. Por otro lado unos métodos que también
tienen un cierto efecto sobre las proteinas virales, tales como el de formaldehido, el de glutaraldehido y el cambio
del pH no son unos candidatos tan buenos para la inactivacion del virus, puesto que el virus inactivado ya no se
internaliza en macrdéfagos.

Este estudio revelé también que una exposicion del PRRSV a una temperatura aumentada era un método eficiente
de inactivacion viral, pero el mecanismo de accién todavia requiere mas investigacion.

EJEMPLO 2: RESULTADOS DE UNA INACTIVACION CON BEI (0 — 90 mM)

Introduccion

En el Ejemplo anterior nosotros hemos investigado si la BEI podria inactivar al PRRSV con conservacion de los
epitopos virales neutralizadores en el desarrollo de vacunas. Por lo tanto, el PRRSV fue inactivado con 1 mM de BEI
durante diferentes periodos de tiempo (0-6-12-24-48 y 72 h). Los resultados mostraron que la BEI podria inactivar al
PRRSV con conservacion de epitopos neutralizadores puesto que el virus inactivado podria todavia fijarse e
internalizarse en macrofagos, que constituyen la célula diana del PRRSV.

Meta

En el presente estudio, hemos querido investigar si el PRRSV que ha sido tratado con unas concentraciones mas
altas de BEI podria todavia fijarse e internalizarse en macréfagos y en células de CHO que expresan sialoadhesina
(CHO®"). Si unas concentraciones mas altas bloquearian la fijacién y la internalizacion de PRRSV, esto podria
proporcionar una prueba adicional de la necesidad de una técnica que avalle el efecto de una inactivacion con BEl y
permita una optimizacion.

Material y métodos

El virus de Lelystad (LV), que es el tipo europeo del PRRSV, se tratd con diferentes concentraciones de BEI (0-1-3-
10-30 y 90 mM) durante 24 horas a 37° C tal como se ha descrito con anterioridad (en un borrador manuscrito). Unos
macréfagos o unas células de CHO®" se inocularon con el LV inactivado. Después de 0-1-5 y 10 horas a
continuacion de la inoculacion (hpi) las células fueron fijadas y se realizé una tincién inmunitaria para tefir al virus.

Resultados
Tabla 3 Analisis de la entrada del virus de Lelystad y de la replicacion en macréfagos después de un tratamiento del
virus con la BEI.

0 mM 1mM 3mM 10 mM 30 mM 90 mM
Fijacion (0 hpi) Si Si Si Si Menos Muy poca
Internalizacion (1 hpi) |82 particulas |80 particulas |42 particulas |44 particulas |21 particulas |6 particulas
Fusién (5hpi) Si Si Si Si Si No ?
Replicacion (10 hpi) Si No No No No No

Para un LV que no habia sido tratado con BEI se observo la fijacion (a la 0 hpi), la internalizacién (a la 1 hpi), la
fusion (a las 5 hpi) y la replicacion (a las 10 hpi) del virus en macréfagos. La fijacion y la internalizacion del LV
tratado con BEI disminuia en funciéon de la concentracién de la BEI usada. No podria haberse detectado una
replicacion para todos los LV tratados con BEI (Tabla 3).

Unos resultados similares se obtuvieron con unas células de CHO®" (datos no mostrados).

Conclusién

Los resultados sugieren que si el LV es tratado con una alta concentracion de BEI, los epitopos neutralizadores
virales son destruldos puesto que el virus ya no puede fijarse e internalizarse en macréfagos mas. Tampoco unas
células de CHO®" pueden internalizar a un LV que ha sido tratado con una alta concentracién de BEI. Considerado
conjuntamente, se puede sacar la conclusion de que el método de tratamiento con BEI es un método efectivo para
inactivar al PRRSV con conservacion de los epitopos neutralizadores virales y la concentracion es optimizada
usando nuestra metodologia. En nuestros sistemas experimentales, la concentracién éptima para inactivar al
PRRSV con conservacion de epitopos neutralizadores especificos esta situada entre 1y 10 mM de BEI.
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EJEMPLO 3: VACUNACION DE CERDITOS INGENUOS
MATERIALES Y METODOS

Produccién y purificacion del virus

La cepa del virus de Lelystad (LV) del PRRSV, propagada en células Marc-145, se us6 para la preparacion de una
vacuna (Wensvoort G.C. y colaboradores 1991). El material sobrenadante de un cultivo celular en la quinta pasada
fue filtrado a través de un filtro de 0,45 pm y el virus se concentrd a partir del material sobrenadante mediante una
ultracentrifugacion a 112.000 g durante 2 horas usando un rotor del Tipo 35 (de Beckman Coulter).
Subsiguientemente, el virus se semi-purificé por ultracentrifugaciéon a 100.000 g durante 3 horas a través de una
almohadilla de sacarosa al 30 %, usando un rotor SW41Ti (de Beckman Coulter), se resuspendio en una solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) y se almacené a -70°C. Antes de la |nact|vaC|on el virus se diluy6 en un RPMI
1640 hasta una dosis infecciosa en un cultivo de tejido de 50 % (TCIDso) de 10° por ml. Un virus de desafio consistia
en el material sobrenadante de un cultivo celular en la quinta pasada de la cepa de LV del PRRSV, propagada en
unos macrofagos alveolares porcinos (PAM), que se derivan de unos cerditos gnotobidticos.

Inactivacion del virus

La Inactivacion del PRRSV con la etilenimina binaria (BEI) se realiz6 tal como ha sido descrito por Bahnemann H.G.
1990 Una existencia de reserva de BEI 0,1 M se prepard por ciclizacion de la 2-bromo-etilamina en NaOH 0,175 M
durante 1 h a 37°C y se almacend a 4°C. El virus se inactivo por incubacion con 1 mM de BEI durante 24 h a 37°C y
la BEI se neutralizé por incubacion con 0,1 mM de tiosulfato de Na durante 2 h a 37°C. La |nact|vaC|on del PRRSV
con una radiacion ultravioleta (UV) se realizé irradiando la suspension de virus con 1.000 mJ/cm?, usando un agente
reticulante por UV (UVP, Inc.). El virus inactivado se almacen¢ a -70°C.

Analisis de una inactivacion completa

Para verificar si el virus estaba completamente inactivado, unas muestras de las suspensiones del virus inactivado
fueron sometidas a dos pasadas por unas células Marc-145 que fueron analizadas para detectar el efecto citopatico
(CPE). Subsiguientemente, unos cultivos de células fueron fijados con metanol al 100 % a -20°C y se realizé una
tinciéon con inmunoperoxidasa con el anticuerpo monoclonal P3/27 contra la proteina de la nucleocapside del PRRSV
con el fin de detectar células infectadas (Wieczoreck-Krohmer M.F., y colaboradores, 1996).

Anélisis de la internalizacion del virus en macréfagos

La internalizaciéon viral de un virus vivo o inactivado en PAM se realiz6 como control cualitativo para neutralizar
epitopos en el virus. Dicho brevemente, unos PAM fueron inoculados con las suspensiones de virus e incubados
durante 1 h a 37°C con COz al 5 % (Delrue y colaboradores). Las células fueron lavadas con el fin de retirar las
particulas de virus no fijadas, fueron fijadas con metanol al 100 % a -20°C y las particulas de virus fueron tefidas
con el anticuerpo monoclonal de ratéon P3/27 contra la proteina de la nucleocapside del PRRSV y con el anticuerpo
anti-ratéon de cabra marcado con FITC. La cantidad de particulas de virus internalizado en los PAM fue determinada
con un sistema confocal espectral de barrido con rayos laser Leica TCS SP2 (de Leica Microsystems).

Disefio experimental

Veinticuatro cerditos derivados de una granja negativa para el PRRS se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos
de tratamiento. Un primer grupo (el grupo A) sirvié como el grupo testigo con adyuvante y recibié 1 ml de RPMI 1640
en 1 ml del adyuvante Incompleto de Freund (IFA) en los momentos de tiempo de vacunacion. Los otros tres grupos
se vacunaron por via intramuscular a las 6 y 10 semanas de edad. El grupo B se vacuné con 2 ml de una vacuna
comercial de PRRSV inactivado de tipo europeo (Progre33|s Merial).. El grupo C recibié 1 ml de un virus inactivado
con UV en 1 ml de IFA 'y el grupo D recibié 1 ml de un virus inactivado con BEI en 1 ml de IFA. A las cuatro semanas
despues de la segunda vacunacion, todos los cerdos fueron desafiados por una inoculaciéon intranasal de
10° TCIDso de LV. Se extrajo sangre semanalmente después de la vacunacion y a los 0, 3, 5, 7, 10, 14, 21 y 35 dias
después del desafio. El suero se aisld con respecto de la sangre y se almacené a -70°C.

Deteccién de anticuerpos y titulacion del virus

Los titulos de anticuerpos en un suero especifico para el PRRSV fueron determinados por un ensayo de monocapa
con inmunoperoxidasa (IPMA) y los titulos de anticuerpos neutralizadores de virus (VN) fueron determinados por un
ensayo de neutralizacion de suero (SN) en unas células Marc-145 tal como se ha descrito con anterioridad
(Labarque G.G. y colaboradores, 2000) Los titulos de virus en suero fueron determinados por titulacion del virus en
unos PAM, seguida por una tincién con inmunoperoxidasa con el anticuerpo monoclonal P3/27 contra la proteina de
la nucleocapside del PRRSV (Labarque G.G. y colaboradores, 2000).

Analisis estadistico

La internalizacion en macréfagos fue analizada mediante el analisis de la varianza de una sola via. Los titulos de

anticuerpos y de virus fueron analizados mediante el andlisis de la varianza de una sola via, seguido por el ensayo

de multiples comparaciones de Bonferoni con el fin de determinar las diferencias entre grupos en diferentes

momentos de tiempo. La correlacién entre los titulos de SN y los titulos de virus fue determinada por un analisis de

correlacion de Pearson en un lado. El area bajo la curva de la viremia (logio de TCIDso/ml) fue analizada con un
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ensayo t en un lado no emparejado. P<0,05 se tomo6 como el nivel de la significancia estadistica. Todos los analisis
estadisticos se realizaron usando el GraphPad Prism versién 5

RESULTADOS

Inactivacion del virus y control de la internalizacién

Una suspension viral de PRRSV con un titulo de 108 TCIDso/ml fue inactivada o bien con una radiacion UV o con la
BEI. La inactivacion completa fue confirmada mediante dos pasadas por un cultivo de células Marc-145 seguidas
por una tincién inmunitaria para la proteina de la nucleocapside del PRRSV con el fin de detectar células infectadas.
Con el fin de determinar si la inactivacion habia influido sobre la capacidad del virus para internalizarse en PAM, se
realizd un experimento de internalizacién con suspensiones del virus inactivado y también con una suspension del
virus no inactivado como el testigo positivo. El numero de particulas del virus internalizado por célula no difiere
significativamente entre los virus inactivados por tratamiento con UV, inactivados con BEI y no inactivados (Fig. 6).

Anticuerpos especificos para el virus

Unos anticuerpos especificos para el PRRSV no podrian ser detectados mediante una IPMA en ninguno de los
cerdos del grupo testigo con adyuvante (grupo A) antes del desafio (Fig 7). De los cerdos que fueron vacunados con
la vacuna inactivada comercial (grupo B), un cerdo mostré transitoriamente un titulo de anticuerpos positivo para
IPMA después de la vacunacion y otro cerdo se habia seroconvertido en el dia del desafio mientras que los otros
cerdos permanecian seronegativos hasta el momento de la infeccion. En contraste, todos los cerdos que habian sido
vacunados con un virus inactivado con UV (grupo C) o inactivado con BEI (grupo D) ya mostraron titulos de
anticuerpos positivos a las tres semanas después de la primera vacunacion y después de la segunda vacunacion los
titulos de anticuerpos subieron hasta unos valores tan altos como los que normalmente se observan después de la
infeccion con PRRSV en cerdos ingenuos (12). Después del desafio, todos los cerdos se habian seroconvertido en
el dia 10 y los titulos de anticuerpos fueron significativamente mas altos en todos los grupos vacunados (grupos B, C
y D) en comparacion con el grupo testigo con adyuvante (grupo A).

Anticuerpos VN

Antes del desafio, ninguno de los cerdos mostré anticuerpos VN, excepto un cerdo del grupo D que mostré un titulo
de anticuerpos SN de 1 log: a las 2 semanas después de la segunda vacunacioén y en el dia del desafio (datos no
mostrados). Después del desafio, un cerdo del grupo A mostré un titulo de anticuerpos SN transitorio en el dia 10,
pero para todos los otros cerdos testigos con adyuvante no se podrian detectar anticuerpos VN mas temprano que
tres semanas después del desafio y un cerdo permanecié negativo durante todo el experimento (Fig. 8). Solamente
cuatro cerdos del grupo B mostré anticuerpos VN, de ellos dos comenzando a partir de los 10 dias, uno a las cuatro
semanas Y otro a las cinco semanas después del desafio y los titulos medios de anticuerpos VN no difieren entre los
grupos A y B en ningin momento de tiempo. En contraste, todos los cerdos de los grupos C y D mostraron
anticuerpos VN después de un desafio. Un cerdo del grupo C se volvié positivo a los cinco dias después del desafio,
dos de ellos a los diez dias, otros dos a las semanas y otro a las cinco semanas. Los titulos medios de anticuerpos
VN fueron significativamente mas altos en el grupo C en comparacion con el grupo A, a las dos semanas después
del desafio. En el grupo D, un cerdo ya tenia anticuerpos VN antes del desafio y comenzando a partir de una
semana después del desafio todos los cerdos de este grupo mostraron un titulo de anticuerpos SN positivo, excepto
un animal que se volvié positivo una semana mas tarde. Los titulos medios de anticuerpos VN fueron
significativamente mas altos en el grupo D en comparacion con el grupo A en los 7, 14, 21 y 28 después del desafio.

Viremia

El virus no se podria detectar en el suero a la una semana después de cada inmunizacién y en el dia del desafio,
confirmando que no se habia inducido ninguna infeccién por cualquiera de las vacunas. Después del desafio, todos
los animales mostraron una viremia y la figura 9 representa los titulos de virus (logio TCIDso/ml) después del desafio
para cada grupo. En el grupo A, un titulo medio maximo de virus de 3,47 logio TCIDso/ml se alcanzé en el dia 5
después del desafio y un segundo titulo maximo de virus de 3,11 logio TCIDso/ml se observé en el dia 10, seguido
por un declive hasta que todos los cerdos fuesen negativos para el virus a las cuatro semanas después del desafio.
Una viremia en el grupo B seguida por un patrén similar al existente en el grupo A, pero a los 10 dias después del
desafio, el titulo medio de virus en este grupo era significativamente mas baja (2,04 log1o TCIDs¢/ml) en comparacion
con el grupo testigo con adyuvante. Como una medida de la carga viral total a lo largo de toda la duracién de la
viremia se calculd el area bajo la curva (AUC) para cada animal individual. El AUC media para el grupo B se redujo
significativamente con 53 % en comparacion con el grupo A. Sin embargo, no existia ninguna correlacion entre los
titulos de anticuerpos VN vy los titulos de virus en ningiin momento para este grupo. El titulo medio de virus para el
grupo C era de 273 logio TCIDso/ml a los 5 dias y de 2,49 logio TCIDs¢/ml a los 10 dias después del desafio, pero no
era significativamente diferente del titulo medio de virus en el grupo A en ningin momento de tiempo. No obstante,
el AUC para el grupo C se redujo significativamente con 54 % en comparacién con el grupo A y ademas habia una
significativa correlacion negativa entre los titulos de anticuerpos VN y los titulos de virus para el grupo C a los 10
dias después del desafio (valor de R -0,836). Finalmente, el titulo medio de virus para el grupo D fue de 2,63 log1o
TCIDsp a los 5 dias después del desafio y se habia reducido significativamente a 1,36 logio TCIDso en el dia 10, en
comparacion con el grupo A. El AUC media se redujo con 59 % y existia una significativa correlacion negativa entre
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los titulos de anticuerpos VN y los titulos de virus en el dia 10 y en el dia 14 (con unos respectivos valores de R -
0,84 y -0,673).

Un ensayo cualitativo para neutralizar epitopos en un PRRSV inactivado se desarrollé en nuestro laboratorio y existe
en el andlisis de internalizacion de particulas de virus inactivado en unos PAM, que son el tipo de células anfitrionas
in vivo para el virus (Delrue y colaboradores, resultados no publicados). Puesto que los anticuerpos VN pueden
bloquear la internalizacién de los PRRSV en PAM, el grado de internalizacion puede ser una medida para la
conservacion de epitopos neutralizadores después de una inactivacion (Delputte y colaboradores, 2004). Basandose
en este ensayo, dos métodos de inactivacion fueron optimizados para el PRRSV, los cuales no perjudican a la
capacidad del virus para internalizarse en PAM pero pierden la capacidad de replicarse en la anfitriona, y por lo tanto
pueden conservar epitopos neutralizadores en las particulas de virus. En el presente contexto, hemos examinado si
la vacunacion de cerditos ingenuos con el PRRSV, que ha sido inactivado por estos métodos, pudiera inducir unos
anticuerpos especificos para el virus y neutralizadores del virus y pudiera proteger contra una viremia después de la
infeccion, y hemos comparado la eficacia de las vacunas experimentales con esta vacuna comercial de PRRSV
inactivado de tipo europeo. Hemos mostrado que una vacunacién con un virus inactivado tanto con UV como con
BEI inducia soélidamente unos anticuerpos especificos para el virus en todos los animales. En contraste con ello, una
vacunacion con la vacuna comercial apenas induce anticuerpos especificos para el virus, pero da como resultado
una respuesta a anticuerpos intensificada y elevada después del desafio. Estos resultados son similares a los de un
estudio, realizado por Zuckermann y colaboradores, que muestra que una vacunacién con esta vacuna comercial
solamente daba como resultado una respuesta inmunitaria humoral anamnésica después del desafio (Zuckermann,
F. A., y colaboradores, 2007). Los titulos de anticuerpos especificos para el virus, tal como se miden por medio de
IPMA o de un ELISA, sin embargo, no se correlacionan con los titulos de anticuerpos VN y por lo tanto no
proporcionan ninguna informacion acerca de una inmunidad protectora contra el PRRSV (Yoon, |J., y
colaboradores, 1994).

En nuestro experimento, la respuesta a anticuerpos VN después de la infeccion en animales testigos con adyuvante
fue retrasada y débil, en comparacion con la respuesta a anticuerpos especificos para virus, lo cual no es
sorprendente puesto que se ha mostrado que es perjudicada la respuesta a anticuerpos VN contra el PRRSV (Yoon,
K.J., y colaboradores, 1995). Una vacunacion con la vacuna comercial de PRRSV inactivado no ejerce influencia
sobre la respuesta a anticuerpos VN después de la infeccion.

Una vacunacion con un virus inactivado con UV o con BEI dio como resultado una respuesta a anticuerpos VN mas
temprana y fuertemente intensificada después de la infeccion. Una inactivacién del PRRSV con radiacion UV o con
BEI no ejerce influencia sobre la capacidad del virus inactivado para internalizarse en PAM y por lo tanto nosotros
esperamos que los epitopos neutralizadores se conserven. El fuerte cebado de la respuesta a anticuerpos VN por
medio de una vacunacién con un virus inactivado con UV o con BEI confirma la presencia de unos epitopos
neutralizadores intactos en el virus de la vacuna. Aunque la respuesta a anticuerpos VN era cebada por una
vacunaciéon con un virus inactivado con UV o con BEI, no se podrian inducir unos anticuerpos VN por una
vacunacion por si sola, excepto para un cerdo que habia sido vacunado con el virus inactivado con BEI. A pesar de
la presencia de epitopos neutralizadores en los virus inactivados con UV y con BEI, parece ser que la
inmunogenicidad de estos epitopos es débil, lo cual esta de acuerdo con la baja inmunogenicidad de los epitopos
neutralizadores en el virus. Unos anticuerpos VN aparecieron mas temprano en unos animales que habian sido
vacunados con el virus inactivado con BEI, en comparaciéon con los que habian sido vacunados con el virus
inactivado con UV, y también existia mas variacion en los titulos de anticuerpos VN en el ultimo grupo. Incluso
aunque la capacidad de internalizarse en PAM no hubiera sido perjudicada para ambos métodos de inactivacion,
parece ser que existe una diferencia en el potencial de inducir anticuerpos VN entre unos virus inactivados con UV y
con BEI. Delrue y colaboradores mostraron que unas proteinas virales del PRRSV, detectadas por un analisis de
transferencia de borron Western, podrian ser afectadas por una inactivacion con UV, mientras que esto no ocurre
para una inactivacion con BEI. Por lo tanto, algunos epitopos neutralizadores, que no estan implicados en una
internalizacion en PAM, pueden haber sido afectados por la inactivacién con una radiacién de UV, lo que explica la
diferencia en cuanto la respuesta a anticuerpos VN entre unos animales que son vacunados con el PRRSV
inactivado con UV o con BEL. Por lo tanto, un analisis de las proteinas virales por medio del analisis por transferencia
de borrén Western puede ser Util como un control cualitativo suplementario del PRRSV inactivado, por afiadidura a
un analisis de la internalizacién en PAM.

Unos anticuerpos VN pueden bloquear por completo a una infeccion con el PRRSV de unos PAM in vitro (Delputte
P.L., y colaboradores, 2004), pero el cometido de estos anticuerpos en una proteccion in vivo contra el PRRSV es
una cuestion de debate (recopilado por (Lopez O.J. y Osorio F.A., 2004)). Se ha mostrado que una viremia después
de la infeccion puede ser despejada en ausencia de unos niveles detectables de anticuerpos VN en suero y de lo
contrario una viremia puede algunas veces persistir a pesar de la presencia de anticuerpos VN. Por otro lado,
Labarque y colaboradores mostraron que el despeje de virus desde los pulmones y el suero coincide con la
aparicion de anticuerpos VN en el suero y en un fluido de lavado bronquio-alveolar (Labarque y colaboradores,
2003). Por lo demas, unos experimentos en los que se realiza una transferencia pasiva de anticuerpos VN antes de
una infeccién con el PRRSV muestran que estos anticuerpos pueden proteger completamente a unos cerdos contra
una viremia y un fracaso reproductivo (Lopez O.J. y colaboradores, 2007). Estos datos indican que aunque otro
mecanismo puede estar implicado en una proteccién contra el PRRSV, la presencia de cantidades suficientes de
anticuerpos VN contribuye a un despeje de la viremia, puede proteger contra un fracaso reproductivo e incluso
puede ser suficiente para impedir la infeccion.
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En nuestro estudio, el virus fue despejado a partir de la sangre en animales testigos con adyuvante entre las dos y
las cuatro semanas después de la infeccion cuando casi no estaba presente ningin anticuerpo VN, indicando que el
despeje viral en este grupo tuvo lugar de una manera que era independiente de los anticuerpos. Unos animales que
fueron vacunados con la vacuna de PRRSV inactivada comercial tampoco desarrollaban de una manera consistente
anticuerpos VN después de la infeccion aunque se observé una reduccion en la viremia en comparacion con
animales testigos. Piras y colaboradores, mostraron recientemente que la vacuna comercial que se us6 en nuestro
estudio puede inducir una respuesta al IFN-y que es especifica para el virus y que puede contribuir al despeje viral
(Piras F.S. y colaboradores, 2005). Otro estudio, sin embargo, mostr6 que una mayoria de las respuestas al IFN-y
inducida por esta vacuna no son especificas para el PRRSV y son inducidas probablemente por un componente no
viral de la vacuna (Zuckermann F.A., y colaboradores, 2007). Por afiadidura, también aparece una respuesta
espontanea a la IL-10 después de una vacunacién con esta vacuna, que puede contrarrestar el efecto protector del
IFN-y (Zuckermann F.A., y colaboradores, 2007). Por lo tanto, la reduccién en la viremia que nosotros podriamos
detectar en unos animales que habian sido vacunados con la vacuna inactivada comercial es probablemente el
resultado de una respuesta al IFN-y que es especifica para el virus. En contraste con ello, el temprano declive en los
titulos de virus que se observaron en unos animales que habian sido vacunados con el virus inactivado con UV o
con BEI se correlacionaba con la aparicion de anticuerpos VN comenzando a partir de los 10 dias después de la
infeccion. El area bajo la curva (AUC) de la viremia (en logio TCIDs¢/ml) se calcul6 como una medida de la carga
viral total en un suero durante todo el periodo de tiempo que durdé la viremia y que el AUC se redujo
significativamente para todos los grupos vacunados en comparacion con el grupo testigo con adyuvante. La fuerte
reduccion en el AUC se observo para el grupo de animales que habian sido vacunados con el virus inactivado con
BEI que es también el grupo en donde hemos observado el cebado mas fuerte de anticuerpos VN.

Hemos examinado la eficacia de dos vacunas de PRRSV inactivadas experimentales, basandonos en unos métodos
de activacion que han sido optimizados, basandonos en un nuevo ensayo cualitativo para epitopos neutralizadores.
Hemos mostrado que una vacunacion de cerdos ingenuos con el PRRSV inactivado con UV o con BEI cebaban
fuertemente la respuesta a anticuerpos VN y daban como resultado una reduccion de la viremia después de la
infeccion, dependiente de los anticuerpos, que era mas fuerte que la inducida por una vacuna de PRRSV inactivada
comercial.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la antigenicidad de un virus inactivado en el que el virus inactivado es un virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) u otro miembro de la familia de los Arteriviridae o del orden de
los Nidovirales, comprendiendo dicho método:

- poner en contacto una célula anfitriona que expresa por lo menos una de las sustancias CD163 y

sialoadhesina con el virus inactivado que se ha de ensayar; y

- determinar la fijacién a y la internalizacion dentro de la célula anfitriona de dicho virus inactivado;

en el que la capacidad de dicho virus inactivado para fijarse a y/o entrar en la anfitriona, es indicativa de la

antigenicidad de dicho virus inactivado.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la célula anfitriona se selecciona entre el conjunto que se
compone de macréfagos, monocitos, células dendriticas, granulocitos, células anfitrionas recombinantes y células de
rindn de mono verde africano.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que la célula anfitriona es una célula anfitriona recombinante
que consiste en macréfagos alveolares o células de Ovario de Hamster Chino (CHO) que expresan sialoadhesina; o
de células de CHO que expresan sialoadhesina y CD163.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3 en el que la fijacién y/o la
internalizacion se determinan usando unos métodos de visualizacion directa o indirecta.

5. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en el que el método de visualizacién directa es un método
inmunoldgico que comprende unos anticuerpos que son especificos para el virus.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que dichos anticuerpos son especificos para ciertas proteinas
estructurales del virus inactivado.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que las proteinas estructurales se seleccionan entre
glicoproteinas o proteinas de la capside que son especificas para el virus.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que las proteinas estructurales se seleccionan entre el
conjunto que se compone de las proteinas virales, GP2a (ORF2a), E (ORF2b), GP3 (ORF3), GP4 (ORF4), GP5
(ORF5), M (ORF6) y N (ORF7).

9. Un método para determinar el efecto de un proceso de inactivacion de virus sobre la antigenicidad del virus
inactivado que se ha obtenido de esta manera, comprendiendo dicho método;
- inactivar al virus con el proceso de inactivacion que se ha de ensayar, y
- determinar la antigenicidad del virus inactivado que se ha obtenido de esta manera usando un método de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 8;
en el que un proceso capaz de inactivar a los virus sin afectar a la capacidad del virus inactivado de esta
manera para fijarse y/o entrar en la anfitriona, es indicativo de un proceso de inactivacion que proporciona un
virus inactivado inmunogeénico.

10. Un método para identificar compuestos antivirales contra los Arteriviridea o Nidovirales, comprendiendo dicho
método: poner en contacto una célula anfitriona de acuerdo con la reivindicacién 2, con un virus inactivado, en el que
el virus inactivado es un virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) u otro miembro de la familia
de los Arteriviridae o el orden de los Nidovirales, en la presencia y en la ausencia de un compuesto que se ha de
ensayar; y determinar la capacidad de dicho compuesto para prevenir o reducir la fijacion y/o la internalizacion de
dicho virus inactivado en dicha anfitriona; en el que un compuesto capaz de prevenir o reducir la fijacion y/o la
internalizacién de dicho virus inactivado es identificado como un compuesto antiviral.

11. El uso de un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 10.

24



ES 2564202 T3

Fig.1

Curva de inactivacion con formaldehido
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Fig 1 Cont.

Curva de inactivacion a 37°C
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Fig 1 Cont.

Curva de inacticacion con glutaraldehido
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Curva de inactivacion por irradiaciéon con rayos gamma
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Cantidad de PRRSYV internalizado

Fig. 2

Cantidad de PRRSYV internalizado
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Fig 2 Cont.

Internalizacion del PRRSV por irradiacién con rayos gamma
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