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DESCRIPCIÓN 

Virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino de tipo 1 norteamericano recombinante y métodos de uso 

Campo técnico 

Esta solicitud se refiere al campo de la virología molecular, y más particularmente a la construcción de ácidos 
nucleicos recombinantes que codifican el virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV). 5 

Antecedentes 

El síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) es la enfermedad económicamente más importante de los 
cerdos a nivel mundial. Se caracteriza por insuficiencia reproductiva a largo plazo en cerdas, y neumonía grave en 
cerdos neonatales. El virus del PRRS (PRRSV) consiste en dos genotipos principales, el genotipo europeo (Tipo 1) y 
el genotipo norteamericano (Tipo 2), cada uno localizado en otro tiempo en continentes diferentes. Más 10 
recientemente, se han identificado aislados del PRRSV del Tipo 1 (Tipo 1 norteamericano) en porquerizos de los 
Estados Unidos de América. Este grupo de virus posee características antigénicas y genéticas únicas que son 
distintas del PRRSV de tipo norteamericano y europeo típico. Se ha identificado una supresión única de 51 pb en la 
región inmunodominante del Nsp2. El agente etiológico de PRRS es un virus pequeño con cubierta, que contiene un 
genoma de ARN monocatenario positivo. PRRSV pertenece a la familia Arteriviridae, que incluye el virus de la artritis 15 
equina (EAV), el virus que aumenta la lactato deshidrogenasa (LDV), y el virus de la fiebre hemorrágica de los 
simios (SHFV) (Snijder y Meulenberg, 1998). Las comparaciones de las secuencias nucleotídicas mostraron que 
PRRSV se puede dividir en genotipos europeo (Tipo 1) y norteamericano (Tipo 2) distintos (Allende et al., 1999; 
Nelson et al., 1999). 

El genoma del PRRSV tiene una longitud de alrededor de 15 kb, y contiene nueve marcos de lectura abiertos. El 20 
extremo 3’ del genoma codifica cuatro glucoproteínas asociadas a la membrana (GP2a, GP3, GP4 y GP5; 
codificadas por ARNm subgenómicos 2-5), dos proteínas de membrana no glucosiladas (E y M; codificadas por 
ARNm subgenómicos 2 y 6) y una proteína de la nucleocápside (N; codificada por ARNm subgenómico 7) (Bautista 
et al., 1996; Mardassi et al., 1996; Mcng et al., 1996; Meulenberg &dcn Besten, 1996; Meulenberg et al., 1995; 
Mounir et al., 1995; Wu et al., 2001, 2005). Los genes asociados a replicasas, ORF1a y ORF1b, situados en el 25 
extremo 5’ del genoma, representan casi el 75% del genoma vírico. Se predice que la proteína pplab codificada por 
ORF1ab es escindida en 12 sitios para formar 13 productos: nsp1α, nsp1β, y nsp2 a nsp12 (Allende et al., 1999; den 
Boon et al., 1995; Nelson et al., 1999; Snijder y Meulenberg, 1998). 

Actualmente existen vacunas atenuadas vivas modificadas frente a PRRSV para la reducción de la enfermedad 
clínica asociada con PRRSV (Boehringer-Ingelheim Animal Health, Inc.). Sin embargo, no se pueden distinguir 30 
serológicamente entre cerdos que se han recuperado de una infección natural y aquellos que se han vacunado. Una 
vacuna genéticamente marcada permitiría la diferenciación entre cerdos vacunados e infectados naturalmente, lo 
que se necesita para programas de control y erradicación de PRRSV. 

Sumario 

A título de descripción general, se describe un virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino recombinante 35 
(PRRSV) que incluye una o más mutaciones en el marco de lectura abierto (ORF) Ia, siendo las mutaciones tales 
que el PRRSV recombinante no produce al menos un polipéptido funcional que corresponde a ORFIa. La mutación 
puede ser una supresión. Una supresión puede estar en la región nsp2, y puede incluir el epítopo ES4. En una 
realización, la supresión incluye los aminoácidos 736-790 de ORFIa. La mutación puede incluir una inserción de una 
secuencia de ADN heteróloga. Una inserción puede estar entre los aminoácidos 733 y 734 de ORFIa. La inserción 40 
puede incluir la proteína fluorescente verde (GFP). 

Se describe una vacuna que incluye un mutante de PRRSV que tiene una mutación en ORFIa, siendo la mutación 
tal que dicho mutante de PRRSV no produce un polipéptido de ORFIa funcional, y la vacuna incluye un vehículo 
farmacéuticamente aceptable. La mutación puede incluir una supresión en la región nsp2, tal como una supresión de 
aminoácidos 736-790 en la región nsp2. La mutación puede incluir una inserción de una secuencia de ADN 45 
heteróloga. La inserción puede estar entre los aminoácidos 733 y 734 en la región nsp2. 

Se describe un kit que incluye una vacuna que incluye un mutante de PRRSV que tiene una mutación en ORFIa, 
siendo la mutación tal que dicho mutante de PRRSV no produce un polipéptido de ORFIa funcional, incluyendo la 
mutación una inserción de una secuencia de ADN heteróloga, y un vehículo farmacéuticamente aceptable. El kit 
incluye además uno o más primeros polipéptidos codificados por la secuencia de ADN heteróloga, y uno o más 50 
segundos polipéptidos codificados por ORFIa funcional. La mutación en la vacuna de PRRSV puede ser una 
supresión en la región nsp2, tal como en un epítopo ES4, y el uno o más primeros polipéptidos incluyen GFP y el 
uno o más segundos polipéptidos incluyen el epítopo ES4. 

Se proporciona un método para diferenciar un animal vacunado con una vacuna marcadora de PRRSV de un animal 
infectado naturalmente con PRRSV, en el que la vacuna marcadora de PRRSV comprende un PRRSV recombinante 55 
que incluye una mutación de inserción y una mutación de supresión. El método incluye las etapas de proporcionar 
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una primera proteína de PRRSV recombinante que incluye la mutación de inserción, proporcionar una segunda 
proteína de PRRSV recombinante que incluye la mutación de supresión, incubar una muestra sérica procedente del 
animal con las proteínas de PRRSV recombinantes primera y segunda, y detectar la unión de anticuerpos en la 
muestra con las proteínas de PRRSV recombinantes primera y segunda. La unión de anticuerpos en la muestra con 
la primera proteína de PRRSV recombinante es indicativa de un animal vacunado, y la unión de anticuerpos en la 5 
muestra con la segunda proteína de PRRSV recombinante es indicativa de un animal infectado naturalmente. La 
primera proteína de PRRSV recombinante puede incluir una inserción de GFP, y la segunda proteína de PRRSV 
recombinante puede incluir una supresión de ES4. 

Frente a este antecedente, la invención se refiere a los siguientes aspectos: 

1. Una vacuna frente al virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino de Tipo 1 norteamericano 10 
(USIPRRSV), que comprende una secuencia de ácido nucleico recombinante de SEC ID NO: 43. 

2. Un método para diferenciar un animal infectado naturalmente con un virus del síndrome reproductivo y 
respiratorio porcino de Tipo 1 norteamericano (US1 PRRSV) de un animal vacunado con una vacuna 
marcadora de US1 PRRSV, en el que dicha vacuna marcadora comprende un US1 PRRSV recombinante en 
el que se ha insertado un antígeno extraño (marcador positivo) y en el que se ha suprimido un epítopo 15 
inmunógeno (marcador negativo), comprendiendo el método de diferenciación: 

incubar una muestra sérica procedente del animal con una primera proteína de PRRSV recombinante 
que contiene el marcador positivo, y con una segunda proteína de PRRSV recombinante que carece 
del epítopo inmunógeno (marcador negativo), y 

detectar la unión de anticuerpos en la muestra con las proteínas de PRRSV primera y segunda, en el 20 
que la unión de anticuerpos a la proteína que contiene el marcador positivo es indicativa de un animal 
vacunado, mientras que la unión de anticuerpos a la proteína que contiene el marcador negativo es 
indicativa de un animal infectado naturalmente. 

En una realización preferida, la vacuna marcadora es la vacuna de (1). 

Breve descripción de los dibujos 25 

La FIG. 1 es una representación esquemática del genoma de PRRSV y la estrategia de clonación. 

Las FIGS. 2A-2F representan el resultado de ensayos de inmunofluorescencia llevados a cabo para investigar la 
infecciosidad del clon infeccioso pSD01-08. 

La FIG. 3 es una gráfica que muestra la cinética de crecimiento de virus clonado, virus progenitor, y virus que 
expresa GFP. 30 

La FIG. 4 representa patrones de fragmentos de endonucleasas de restricción de los productos de RT-PCR del virus 
clonado y progenitor SD01-08. 

Las FIGS. 5A y 5B son gráficas que muestran la caracterización in vivo de virus clonados. 

Las FIGS. 6A-6C representan los resultados de ensayos de inmunofluorescencia llevados a cabo para investigar 
PRRSV que expresa GFP. 35 

La FIG. 7 es una representación esquemática del constructo pSD01-08-GFP. 

La FIG. 8 es una representación esquemática del constructo pSD01-08-GFP/∆ES4. 

La FIG. 9 es una gráfica que muestra la cinética de crecimiento de los virus marcadores de GFP/∆ES4. 

La FIG. 10 representa la morfología de placas de virus marcadores de GFP/∆ES4 y virus progenitores. 

La FIG. 11 representa la estabilidad de la expresión de GFP. 40 

La FIG. 12 representa una comparación del gen de GFP de tipo salvaje con un gen de GFP mutado en Arg-97. 

La FIG. 13 es una gráfica que representa características in vivo del gen marcador de GFP/∆ES4. 

Las FIGS. 14A-14C son gráficas que representan propiedades virológicas e inmunológicas del virus marcador de 
GFP/∆ES4. 

Las FIGS. 15A-15C representan resultados de ELISA a base de GFP y del epítopo ES4. 45 
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Descripción detallada 

Se desarrolló un clon de ADNc de longitud completa, SD01-08, de un aislado de PRRSV de Tipo 1 norteamericano. 
Cuando se compara con el virus de Lelystad, SD01-08 comparte una identidad del 94,1% a nivel nucleotídico 
(número de acceso de GenBank DQ489311). Una distinción importante entre SD01-08 y LV es las propiedades de 
crecimiento en PAMs y células de riñón de mono. Los resultados dados a conocer por Meulenberg et al (15) 5 
mostraron que los virus de LV de tipo salvaje y clonados crecieron bien en PAMs, pero hasta niveles bajos en la 
estirpe celular derivada de MA-104, CL2621. SD01-08 progenitor y clonado crecieron igualmente bien en PAMs y 
células MARC-145, otra estirpe celular derivada de MA-104. El título de los virus clonados de SD01-08 alcanzó un 
pico a 48 hpi, mientras que los virus clonados de LV crecieron hasta títulos bajos y no alcanzaron ningún pico 
incluso a 96 hpi. Por lo tanto, el clon infeccioso de SD01-08 se replica bien en la estirpe celular continua. Otra 10 
diferencia entre LV y SD01-08 es en el nivel de virulencia. En PAMs, el virus clonado de LV alcanzó títulos elevados 
a 107,1 a 107,9 TCID50/ml, y alcanzó un pico a alrededor de 32 hpi. El virus clonado de SD01-08 alcanzó el mismo 
título que su virus progenitor en PAMs, pero sus títulos fueron ambos menores que los de LV, alcanzando sólo 
alrededor de 104 TCID50/ml, y alcanzaron más tarde el pico, a alrededor de 72 hpi. Este resultado sugiere que el 
virus clonado de SD01-08 es menos virulento que el virus clonado de LV. Esta conclusión está apoyada por 15 
observaciones de campo y un estudio experimental de exposición de los animales. SD01-08 no provocó signos 
clínicos significativos, y sólo se observaron lesiones patológicas leves en los cerdos infectados experimentales. Por 
el contrario, se informó que LV provoca problemas respiratorios importantes en cerdos y abortos en cerdas (34). 

Una de las aplicaciones principales del clon infeccioso es su uso como columna vertebral vírica para construir 
vacunas manipuladas genéticamente mediante ingeniería. Las actuales vacunas de PRRSV en los Estados Unidos 20 
de América se dirigen principalmente a los aislados de Tipo 2 norteamericano. La aparición del PRRSV Tipo 1 
norteamericano requiere que las vacunas sean eficaces para ambos genotipos de PRRSV. Un requisito esencial 
para cualquier vacuna de virus vivo es que sea de baja virulencia, y que no induzca manifestaciones en la 
enfermedad, o las induzca como mucho de forma muy débil. El virus progenitor, SD01-08, se aisló de un grupo de 
cerdos que no muestran signos clínicos. Los estudios de patogénesis confirmaron que SD01-08 posee propiedades 25 
de baja virulencia en la fase aguda de la enfermedad, lo que sugiere que el clon infeccioso pSD01-08 es una cepa 
potencial poco virulenta y adecuada para la construcción de vacunas. 

Una de las etapas claves en el desarrollo de vacunas es la inclusión de marcadores para la diferenciación 
diagnóstica de animales vacunados de aquellos que están infectados naturalmente con el virus de tipo salvaje. Las 
vacunas marcadoras son importantes en programas dirigidos a controlar o erradicar infecciones víricas en animales 30 
para alimentación, así como en animales de compañía (Babiuk, 1999; Babiuk et al., 1999, 2002; van Oirschot, 2001). 
Las vacunas marcadoras del virus del herpes estuvieron entre las primeras que demostraron ser eficaces en el 
campo (Bosch et al., 1996; van Oirschot et al., 1996), seguido de diversos virus de ARN genéticamente modificados, 
tales como el virus clásico de la fiebre porcina (Widjojoatmodjo et al., 2000; van Gennip et al., 2002) y el virus de 
Rinderpest o peste bovina (Walsh et al., 2000). En programas de erradicación de EAV, algunas autoridades 35 
legislativas requieren una vacuna marcadora, puesto que los caballos están implicados de forma activa en el 
comercio y tráfico internacional. La discriminación entre vacunación e infección se está convirtiendo en una cuestión 
importante (Castillo-Olivares et al., 2003). De forma similar, con un programa de eliminación de PRRSV, en el futuro, 
el comercio internacional de cerdos y puercos probablemente requerirá una vacuna marcadora. Además, puesto que 
el mundo se dirige progresivamente a la eliminación de PRRSV, la serovigilancia es una herramienta esencial para 40 
verificar el estado de la enfermedad. Las vacunas convencionales actualmente disponibles son incapaces de permitir 
la diferenciación entre la infección de tipo salvaje y la vacunación. De este modo, la serovigilancia es imposible 
frente a la vacunación continuada o durante varios meses después de que ha cesado la vacunación. Claramente, 
una vacuna marcadora sería de gran beneficio. 

Para crear un PRRSV recombinante, se usó un clon infeccioso de PRRSV de Tipo 1 norteamericano, pSD01-08. 45 
Comparado con un clon infeccioso del virus de Lelystad (LV) europeo, pSD01-08 posee varias propiedades 
biológicas distintas: (1) el clon infeccioso pSD01-08 derivó de una cepa progenitora aislada en los Estados Unidos 
de América en el año 2001, que representa un PRRSV Tipo 1 norteamericano; (2) la cepa progenitora SD01-08 se 
aisló de un grupo de cerdos de 8 semanas que no mostraban signos clínicos, Y (3) SD01-08 posee una supresión de 
51 pb única en la región inmunodominante de Nsp2 (Fang et al., 2004). 50 

La nsp2 desempeña un papel en la replicación vírica. La nsp2 contiene un dominio de cisteína proteasa que reside 
en el N-terminal. Este dominio induce escisión de nsp2/3, y también funciona como un cofactor con una serina 
proteasa de nsp4 para procesar los otros productos de escisión (Snijder et al., 1994, 1995; Wassenaar et al., 1997). 
Además de su función en la replicación vírica, se ha demostrado que las cisteína proteasas de nsp2 de EAV y de 
PRRSV pertenecen a la superfamilia de proteasas de tumor ovárico (OTU). La proteasa de OTU es capaz de 55 
desconjugar tanto ubiquitina como ISG 15 de proteínas celulares, que inhiben respuesta inmunitaria innata 
dependiente de ubiquitina y de ISG 15 (Frias-Staheli et al., 2007). 

El desarrollo de la vacuna marcadora se basa en la manipulación de clones infecciosos de ADNc, en los que se 
puede insertar un antígeno extraño (marcador positivo) o en los que se puede suprimir un epítopo inmunógeno 
(marcador negativo). La respuesta de anticuerpos al antígeno extraño o al epítopo vírico se puede usar para 60 
diferenciar animales vacunados de los animales infectados naturalmente. La nsp2 de PRRSV es un sitio candidato 
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excelente para la modificación marcadora. La propiedad más importante de nsp2 relacionada con la manipulación 
del marcador mediante ingeniería es la capacidad de nsp2 de tolerar grandes supresiones e inserciones. Se han 
dado a conocer inserciones/supresiones de secuencias nucleotídicas en la región central de la proteína (Gao et al., 
2004; Shen et al., 2000; Tian et al., 2007; Han et al., 2007). Otra propiedad relacionada con la manipulación del 
marcador mediante ingeniería es la presencia de varios epítopos inmunodominantes en esta región. Se han 5 
identificado seis sitios epitópicos (ES) de células B lineales en la región nsp2 de un virus danés de Tipo 1 (ES2 a 
ES7) (Oleksiewicz et al., 2001). En el virus de Tipo 2, se ha encontrado que la nsp2 contiene la frecuencia más 
elevada de epítopos inmunodominantes, cuando se compara con proteínas estructurales (de Lima et al., 2006). 

Se prepararon modificaciones marcadoras en la región nsp2 de un clon infeccioso de PRRSV de Tipo 1 
norteamericano. Se insertó un marcador positivo, GFP, en la región nsp2, pero el gen de GFP no fue estable. 10 
Seguidamente, se suprimió un epítopo tremendamente inmunógeno, ES4, situado en la región nsp2 (aminoácido 
736 a 790 de ORF1a), y se sustituyó por el gen de GFP (en el aminoácido 733/734 de ORF1a) usando genética 
inversa, para crear un marcador negativo. Se caracterizaron las características de replicación in vitro y las 
propiedades biológicas in vivo del virus recombinante resultante para determinar su uso potencial como vacuna 
marcadora frente a la infección por PRRSV. Se llevaron a cabo ELISAs a base del antígeno de GFP y del antígeno 15 
peptídico de ES4 para determinar su sensibilidad y especificidad como ensayos de diagnóstico de compañía para la 
detección y diferenciación de marcadores. 

I. Marcador positivo GFP 

Células y virus. Se aisló originalmente en 2001 un aislado de PRRSV de Tipo 1 norteamericano, SD01-08, a partir 
de un grupo de cerdos de 8 semanas de los Estados Unidos de América, que no mostraron signos clínicos de 20 
PRRS. Para la transfección inicial para la recuperación de virus a partir de ARN transcrito in vitro, se usaron células 
de riñón de hámster bebé (BHK-21 C 13: American Type Culture Collection). Para el rescate vírico y los 
experimentos subsiguientes se usaron células MARC-145 (Fang et al., 2006). Las células de macrófagos alveolares 
porcinos (PAM) se obtuvieron mediante lavado pulmonar de crías de cerdo libres de patógenos específicos libres de 
PRRSV. 25 

Extracción del ARN, RT-PCR y secuenciación: se infectaron células MARC-145 con virus purificados en placas a 
una multiplicidad de infección (MOI) de aproximadamente 0,1. Después de tres días, el sobrenadante del cultivo se 
colocó en capas sobre una almohada de sacarosa 0,5 M y se centrifugó a 100.000 x g durante 14 h en un rotor 
SW41 (Beckman). Se extrajo ARN del pelete usando un kit de ARN vírico QIAamp (Qiagen). Para obtener la 
secuencia genómica de longitud completa del virus progenitor, SD01-08, se llevó a cabo la RT-PCR usando una 30 
serie de cebadores (Ropp et al., 2004). Cada producto de la RT-PCR se secuenció directamente al menos dos 
veces desde ambas direcciones para obtener las secuencias de consenso. Para construir el clon infeccioso, se 
amplificaron mediante RT-PCR nueve fragmentos solapantes (Fig. 1) que cubren el genoma vírico de longitud 
completa flanqueados por sitios de enzimas de restricción únicos. Los oligonucleótidos directos e inversos para la 
amplificación mediante RT-PCR se diseñaron inicialmente basándose en la secuencia de LV (número de acceso de 35 
GenBank M96262; 18) y más tarde se modificaron para que coincidieran con la secuencia de SD01-08 (Tabla 1). Se 
llevó a cabo la RT-PCR (Fang et al., 2004). Estos fragmentos amplificados mediante RT-PCR se purificaron en gel y 
se clonaron en el vector PCR-Blunt II-Topo (Invitrogen). Se secuenciaron tres clones de cada fragmento, y el clon 
que contiene la secuencia de consenso se usó para el ensamblaje del clon infeccioso. 

Tabla 1. Cebadores usados para la amplificación mediante RT-PCR 40 

Cebadores Secuencias Posición del genoma 

  en SD01-08 

Fragmento a   

E4849F 5’ gca tgg ctc tta agg cag ac SEC ID nº 1 4849 - 4868 

E7227R 5’ cag ctt caa ggc agt tgt ca SEC ID nº 2 7208 - 7227 

Fragmento b   

E7139F 5’ tgt tgt gat cgg cgg tat ta SEC ID nº 3 7139 - 7158 

E8297R 5’ cgg cgc ggg cac aca ttt cgt caa ttt SEC ID nº 4 8271 - 8297 

Fragmento c   

E8090F 5’ tac gac cta tcc acc caa gg SEC ID nº 5 8090 - 8109 

E10275R 5’ gaa tct atg gtt atc gca gag c SEC ID nº 6 10254 - 10275 
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Cebadores Secuencias Posición del genoma 

Fragmento d   

E9946F 5’ cct cga tga ggc tgg ata tt SEC ID nº 7 9946 - 9965 

E12929R 5’ gca cca acc agg agg aaa aaa gc SEC ID nº 8 12907 - 12929 

Fragmento e   

E3173F 5’ cat tct tgc gtc cct caa at SEC ID nº 9 3173 - 3192 

E5352R 5’ cga cag tct ttc tgc cat caa tg SEC ID nº 10 5330 - 5352 

Fragmento f   

E2229F 5’ gct gct gtt gtc ctg tgt t SEC ID nº 11 2229 - 2247 

E3397R 5’ ccg tcg aag ggg gtg gca tcc SEC ID nº 12 3377-3397 

Fragmento g   

E12482F 5’ tca ttc gag ctg acc atc aa SEC ID nº 13 12482 - 12501 

E14651R 5’ ctt tat cat tgc acc cag caa SEC ID nº 14 14631 - 14651 

Fragmento h   

E1GF 5’ ggc gcg cct aat acg act cac tat aga tga tgt gta ggg tat SEC ID nº 15 1 - 16 

E2968R 5’ cgc ggg cgc ctg agt tcg aca aat t SEC ID nº 16 2944 - 2968 

Fragmento i   

E14059F 5’ caa cga tcc tac cgc cgc aca a SEC ID nº 17 14059 - 14080 

018 Poly AR 5’ ggc gat cgg gcg tct agg aat tct aga (T)41 aat ttc ggt cac SEC ID nº 18 15036 - 15047 

018 3’ R 5’ ggc gat cgg gcg tct agg aat tc SEC ID nº 19 Después de polyA 

Construcción de sitio de enzima de restricción único en ORF7 

E14059F 5’ caa cga tcc tac cgc cgc aca a SEC ID nº 20 14059 - 14080 

YFp503R 5’ ggc ccc agt gct gca atg ata c SEC ID nº 21 Después de polyA 

ScalF * 5’ aga aga aaa aga aaa gta ctg ctc caa tgg g SEC ID nº 22 14569 - 14599 

ScalR * 5’ ccc cat tgg agc agt act ttt ctt ttt ctt SEC ID nº 23 14571 - 14600 

Inserción de GFP en la region Nsp2 

gfpF 5’ gct cag atg gtg agc aag ggc gag gag c SEC ID nº 24  

gfpR 5’ gag tct gaa gag gac ttg tac agc tcg tcc a SEC ID nº 25  

Nsp2F1 5’ tgc tga ctt tct tgc tga tcc acc tcc t SEC ID nº 26 1895 - 1922 

Nsp2R1 5’ cct tgc tca cca tct gag cac tcc cg SEC ID nº 27 2408 - 2420 

Nsp2F2 5’ gct gta caa gtc ctc ttc aga ctc caa ga SEC ID nº 28 2419 - 2439 

Nsp2R2 5’ gcg gac cca gcc agg atc aga c SEC ID nº 29 2732 - 2753 

* El nucleótido mutado para crear el sitio de la enzima de restricción ScaI está en negrita y en cursiva. 

 

Los extremos 5’ y 3’ de las secuencias genómicas se determinaron usando un kit GeneRACER (Invitrogen), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento que representa el término 5’ del genoma vírico se preparó 
usando RT-PCR con los cebadores E1GF y E2968R (Tabla 1), que integra un sitio de T7 ARN polimerasa 
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inmediatamente antes de los nucleótidos 5’ terminales auténticos y un sitio de la enzima de restricción AscI. El 
fragmento que contiene la secuencia del extremo 3’ se construyó mediante transcripción inversa de ARN con el 
cebador 018 polyA, que flanquea los 41 restos de polyA y el sitio XbaI. La reacción de transcripción inversa fue 
seguida mediante PCR con los cebadores E14059F y 018 3’R (Tabla 1). 

Construcción de un clon de ADNc de longitud completa de un PRRSV de Tipo 1 norteamericano, y determinación de 5 
su infecciosidad. Se construyó un clon de ADNc genómico de longitud completa de un PRRSV de Tipo 1 
norteamericano, pSD01-08, usando la estrategia mostrada en la Fig. 1. Un plásmido de bajo número de copias 
pACYC177 (número de acceso de GenBank X06402) se modificó sustituyendo el fragmento entre los sitios BamHI y 
BgII por un fragmento rellenador, que se preparó como un gen sintético que contiene los sitios de enzimas de 
restricción como se muestra en la Fig. 1. Cada uno de los fragmentos víricos se cortó de PCR-Blunt II-Topo usando 10 
enzimas de restricción y se ligó en el plásmido pACYC177, que se digirió con las mismas enzimas de restricción. 
Después de cada etapa de ligación, el constructo de pACYC177 se transformó en células DH5α de E. coli y se hizo 
crecer toda la noche a 37ºC en presencia de kanamicina. El clon de ADNc de longitud completa totalmente 
ensamblado se secuenció, y la secuencia genómica de longitud completa se depositó en GenBank con el número de 
acceso DQ489311. 15 

Para crear el sitio de la enzima de restricción ScaI, se generó la mutación silenciosa (mutación de G a T) en el 
nucleótido 42 de ORF7 (nucleótido 14588 del genoma de SD01-08) usando mutagénesis dirigida al sitio. La 
mutagénesis dirigida al sitio se logró mediante una técnica de PCR de extensión solapante (Ho et al., 1989; 
Jespersen et al., 1997), usando los pares de cebadores E14059F/Sca1R y Sca1F/YFp503R. El producto mutado se 
confirmó mediante análisis de secuenciación de ADN. 20 

Este constructo contiene un promotor de T7 ARN polimerasa de bacteriófago en el término 5’ del genoma vírico, un 
resto de guanosina adicional introducido entre el promotor T7 y el primer nucleótido del genoma vírico, el genoma de 
longitud completa de 15047 nucleótidos de SD01-08 y una cola de poly (A) de 41 restos incorporada en el extremo 3’ 
del genoma. Comparada con la secuencia genómica del virus progenitor, la secuencia de ADN de pSD01-08 
contenía seis diferencias nucleotídicas (Tabla 2). 25 

Tabla 2. Diferencias nucleotídicas entre el aislado de SD01-08 progenitor y el clon de ADNc de longitud completa 

Posición nucleotídica en 
el genoma de SD01-08 

Nucleótido en virus 
progenitor 

Nucleótido en el clon de 
ADNc 

Cambio de 
aminoácido 

Posición génica 

1331 T C Silencioso Nsp1β 

6158 T C Silencioso Nsp5 

8191 A G Silencioso Nsp9 

9492 c T PtoL Nsp10 

11261 T C YtoH Nsp11 

14588 G T Silent ORF7 

 

Cuatro de estas diferencias fueron mutaciones silenciosas. La mutación en el nucleótido 14588 se introdujo para 
crear un sitio de enzima de restricción ScaI único en ORF7, para diferenciar el virus clonado del virus progenitor. 
Dos de las mutaciones nucleotídicas dieron como resultado cambios en los aminoácidos, que incluyeron la 30 
sustitución de una C por T en el nucleótido 9492 (aminoácido P a L) situado en Nsp10, y una T por C en el 
nucleótido 11261 (aminoácido Y a H) situado en Nsp11. 

El plásmido pSD01-08 se linealizó mediante la enzima de restricción XbaI, y se usó para la transcripción in vitro 
mediante una T7 ARN polimerasa para sintetizar los ARNs de extremos bloqueados. El ARN de extremos 
bloqueados transcrito in vitro se transfectó en células BHK-21. A las 48 horas después de la transfección, las células 35 
se examinaron para determinar la expresión de la proteína N mediante tinción con anticuerpo fluorescente con mAb 
SDOW17 (Fig. 2A). Los resultados en la Fig. 2A mostraron que alrededor de 5% de las células transfectadas 
expresaron la proteína N. Los sobrenadantes procedentes de las células transfectadas se hicieron pasar sobre 
células MARC-145. Después de 72 horas, las células MARC-145 se tiñeron usando el mAb anti-Nsp2 específico 
para SD01-08, ES3-4 58-46 (Fig. 2B), y el mAb anti-proteína N SDOW17 (Fig. 2C). Como control negativo, se 40 
incorporó un mAb anti-proteína N específica para PRRSV Tipo 2 norteamericano, MR39 (Fig. 2D). Los resultados 
mostraron que ambas proteínas Nsp2 y N fueron detectadas en células MARC-145 inoculadas con sobrenadante 
procedente de las células BHK-21 transfectadas con pSD01-08. Con la pasada adicional del sobrenadante sobre 
células MARC-145 recientes (pasada 2 sobre células MARC-145), se observaron efectos citopáticos (CPE) en 48 a 
72 horas después de la infección (hpi). La titulación del virus de la pasada 2 sobre células MARC-145 mostró un 45 
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título medio de 3,6 x 107 FFU/ml. Estos resultados indican que se rescató PRRSV Tipo 1 norteamericano viable e 
infeccioso a partir de las células transfectadas con ARN transcrito in vitro. 

Inserción de GFP: El clon de pSD01-08-GFP se construyó insertando la secuencia génica de GFP (Clontech) en la 
región de Nsp2 (nucleótido 2420/2421) del genoma vírico en el plásmido pSD01-08. El gen de GFP se amplificó a 
partir del plásmido pEGFP-N1 (Clontech) con el cebador directo gfpF y el cebador inverso gfpR. GFP se insertó 5 
mediante técnica de PCR de extensión solapante (Ho et al.; 1989, Jesperson et al., 1997) usando los pares de 
cebadores de Nsp2F1/Nsp2R1 y Nsp2F2/Nsp2R2. El producto de PCR se digirió con las enzimas de restricción 
RsrI1 y AcI1 y se ligó en el plásmido pSD01-08, que se digirió con las mismas enzimas de restricción. 

Transcripción in vitro y rescate de PRRSV: El plásmido pSD01-08 o pSD01-08-GFP se linealizó con la enzima de 
restricción XbaI. El ARN bloqueado en los extremos se transcribió con T7 ARN polimerasa usando el kit mMessage 10 
Machine (Ambion), y se transfectó a células BHK-21 usando el reactivo DMRIE-C (Invitrogen), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Para rescatar el virus, el sobrenadante del cultivo celular obtenido 48 horas después de 
la transfección se hizo pasar en serie sobre células MARC-145. El rescate del virus infeccioso se confirmó mediante 
ensayo inmunofluorescente indirecto (IFA) (Ropp et al., 2004). Se desarrollaron anticuerpos monoclonales (mAbs) 
para uso en el ensayo de IFA, incluyendo Mab ES3-4 58-46, que reconoce específicamente Nps2 de SD01-08 (Fang 15 
et al., Conf. Res. Work. Anim, Dis., abstr. 78, 2004). El MAb MR39 reconoce específicamente la proteína N del 
PRRSV de Tipo 2 norteamericano, y el Mab SDOW17 reconoce la proteína N de ambos genotipos de PRRSV 
(Nelson et al., 1993; Ropp et al, 2004). Para el rescate del virus de GFP, también se visualizó directamente la 
expresión de GFP bajo un microscopio fluorescente. 

Se examinaron las cinéticas de crecimiento infectando células MARC-145 con virus clonado y virus progenitor, a una 20 
MOI de 0,1. Las células infectadas se recogieron a 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas después de la infección, y los 
títulos del virus se determinaron mediante IFA en células MARC-145 y se cuantificaron como unidad de foco 
fluorescente por ml (FFU/ml). Se comparó la morfología de placas entre el virus clonado y el virus progenitor 
mediante un ensayo de placas sobre células MARC-145. Las monocapas de células confluentes se infectaron con 
0,1 MOI de los virus. Después de 2 horas, el sobrenadante del cultivo celular se retiró y se aplicó un recubrimiento 25 
de agar. Las placas se detectaron después de cinco días a 37ºC, y se tiñeron usando violeta de cristal al 0,1%. 

Caracterización in vitro de virus clonado. El virus progenitor y el virus clonado (pasada 2 sobre células MARC-145) 
se titularon sobre macrófagos alveolares porcinos (PAMs). La tinción inmunofluorescente usando mAb anti-proteína 
N mostró que ambos virus se replicaron en PAMs (Fig. 2E y 2F) y produjeron el rendimiento vírico similar (2,1-2,8 x 
104 FFU/ml) a 72 hpi.  30 

Para comparar adicionalmente las propiedades de crecimiento de los virus clonados y progenitores, se infectaron 
células MARC-145 con cada uno de los virus a una MOI de 0,1 y se cosecharon a 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 hpi. Los 
resultados de la curva de crecimiento mostraron que el virus clonado poseyó una cinética de crecimiento similar a la 
del virus progenitor (Fig. 3). Los títulos alcanzaron un pico a 48 hpi para ambos virus. El título pico del virus clonado 
fue 1,39 x 107 FFU/ml, frente a 2,34 x 107 FFU/ml para el virus progenitor. También se determinó la morfología de 35 
placas de estos virus: el tamaño de las placas producidas por el virus clonado fue similar al del virus progenitor 
(datos no mostrados). Estos resultados indican que el virus clonado posee propiedades in vitro similares al virus de 
tipo salvaje progenitor. 

Para diferenciar el virus clonado del virus progenitor, se manipuló mediante ingeniería un sitio de enzima de 
restricción ScaI en el nucleótido 42 de ORF7. Como se muestra en la Fig. 4, en el virus clonado se escindió 40 
mediante ScaI un fragmento de RT-PCR de 1054 pb derivado de amplificar los nucleótidos 13875 a 14928. Por el 
contrario, el fragmento de RT-PCR derivado del virus progenitor no se escindió mediante ScaI. 

Propiedades patógenas e inmunológicas de virus clonado derivado de pSD01-08 en un modelo de cerdo. Se llevó a 
cabo un estudio in vivo de las propiedades de replicación de virus derivado del clon infeccioso usando un modelo de 
cerdo de criadero. Se obtuvieron veintiún cerdos de 4 semanas, no sometidos a tratamiento previo de PRRSV, 45 
procedentes de una piara certificada negativa a PRRSV, y se dividieron aleatoriamente en 4 grupos enjaulados 
separadamente en instalaciones de aislamiento. Después de un período de aclimatación de 4 días, los cerdos de 
cada grupo (n = 6) para el grupo infectado con el virus clonado; n = 5 para los grupos restantes) se inocularon 
intranasalmente con 1 ml de 105 TCID50 de virus clonado (grupo 1) o virus progenitor (grupo 2). El tercer grupo de 
animales se incoculó con la actual vacuna del virus vivo modificado (MLV) Ingelvac® PRRSV. Los animales del 50 
grupo de control negativo (grupo 4) se expusieron de forma simulada al sobrenadante del cultivo de células MARC-
145. 

Los cerdos se observaron diariamente en busca de signos clínicos, y se tomaron las temperaturas corporales 
durante los primeros 7 días tras la infección. Se obtuvieron muestras de sangre de todos los cerdos en los días 0, 7, 
14, 21, 28, 35, y 42. Las muestras de suero se almacenaron a -80ºC para ensayos posteriores. Dos cerdos de cada 55 
grupo se eutanasiaron a los 21 días después de la inoculación (dpi) para el análisis post-mortem de infección aguda. 
Los tres cerdos restantes de cada grupo se eutanasiaron a 42 dpi. Las lesiones pulmonares de los animales del 
estudio se evaluaron usando un sistema desarrollado previamente basado en el volumen aproximado que cada 
lóbulo contribuye a todo el pulmón: los lóbulos apicales izquierdo y derecho, los lóbulos cardíacos izquierdo y 
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derecho, y el lóbulo intermedio contribuyen cada uno con 10% del volumen pulmonar total, y los lóbulos caudales 
izquierdo y derecho contribuyen cada uno 25%. Estas puntuaciones se usaron entonces para calcular la puntuación 
de lesión pulmonar total basándose en la contribución relativa de cada lóbulo (Halbur et al., 1995). 

Para la detección de ARN vírico y la determinación de la carga viral, se examinaron muestras séricas de 0, 7, 14, 21, 
28, 35 y 42 dpi usando PCR cuantitativa en tiempo real (Tetracore VetAlert PRRS; Wasilk et al., 2004), que se lleva 5 
a cabo de manera rutinaria en el South Dakota Animal Disease Research and Diagnostic Laboratory (SDSU-
ADRDL). Todas las muestras séricas se evaluaron para determinar los anticuerpos anti-PRRSV usando el ELISA 
IDEXX HerdChek® PRRS 2XR y el ensayo de neutralización vírica (VN). Estos ensayos también se llevan a cabo de 
forma rutinaria en SDSU-ADRDL bajo guías estrictas de garantía de calidad. 

Todos los cerdos que recibieron los virus se infectaron, lo que fue evidente por los resultados positivos de RT-PCR 10 
para la presencia de ARN vírico en suero y mediante serología. El virus en suero alcanzó un pico a 14 días después 
de la infección (dpi) (Fig. 5A; Tabla 3). A 14 dpi, 5 de 6 cerdos en el grupo del virus clonado, 4 de 5 cerdos en el 
grupo del virus progenitor, y los 5 cerdos en los grupos de la vacuna se habían seroconvertido (Fig. 5B; Tabla 3). 
Cuatro de los 6 cerdos en el grupo expuesto al virus clonado tuvieron títulos de anticuerpos neutralizantes 
detectables a 21 dpi, mientras que 1 de los 5 cerdos en el grupo expuesto al virus progenitor desarrolló anticuerpos 15 
neutralizantes en 21 dpi. Dos de los cerdos procedentes del grupo expuesto a la vacuna de MLV desarrollaron títulos 
de anticuerpos neutralizantes detectables a 42 dpi (Tabla 3).  

Tabla 3. Sumario de resultados serológicos y de PCR en suero de cerdos inoculados a diferentes días después de la 
infección (dpi). 

 Virus progenitor Virus clonado Vacuna de MLV  

dpi PCRa ELISAb VNc PCRa ELISAb VNc PCRa ELISAb VNc 

0 0/5 0/5 0/5 0/6 0/6 0/6 0/5 0/5 0/5 

7 4/5 1/5 0/5 5/6 0/6 0/6 5/5 0/5 0/5 

14 4/5 4/5 0/5 6/6 5/6 0/6 5/5 5/5 0/5 

21* 5/5 5/5 1/5 6/6 5/6 4/6 5/5 5/5 0/5 

28 2/3 3/3 2/3 4/4 4/4 2/4 3/3 3/3 0/3 

35 1/3 3/3 2/3 2/4 4/4 2/4 3/3 3/3 0/3 

42 0/3 3/3 3/3 1/4 4/4 2/4 2/3 3/3 2/3 

aPCR: número de cerdos con una PCR positiva/número total de cerdos en cada grupo determinado mediante 
la PCR en tiempo real; bELISA: número de cerdos seropositivos/número total de cerdos en cada grupo 
determinado mediante ELISA IDEXX HerdChek® PRRS 2XR; cVN: número de cerdos que desarrollan 
respuesta de anticuerpos neutralizantes/número total de cerdos, determinado mediante ensayo de 
neutralización de foco fluorescente. Resultados interpretados como reducción del 90% de la infección vírica. 
*Dos cerdos eutanasiados en el día 21 para el análisis de infección aguda.  

 20 

Todos los cerdos infectados de forma simulada permanecieron negativos a la RT-PCR y a anticuerpos anti-PRRSV 
durante todo el período de estudio. No se observaron signos clínicos significativos en ninguno de los cerdos 
infectados. Sólo se observaron lesiones pulmonares patológicas leves características de PRRSV, tal como 
neumonía intersticial menor, en 3 de 6 cerdos del grupo del virus clonado, 5 de 5 cerdos del grupo del virus 
progenitor y 2 de 5 cerdos del grupo de la vacuna. El resto de los cerdos no mostró lesiones pulmonares gruesas 25 
(Tabla 4). De forma interesante, al comparar las lesiones patológicas entre los cerdos de diferentes grupos, las 
puntuaciones de las lesiones parecen ligeramente mayores en cerdos infectados con virus progenitor. 

Tabla 4. Porcentaje de pulmón con lesiones de neumonía gruesas en cerdos infectados 

 Puntuación de lesión pulmonar gruesa (%)* 

Número del 
cerdo 

Virus clonado Virus progenitor Vacuna de MLV Control 
simulado 

1 0 0,6 0,7 0 

2 1,0 0,5 0 0 
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 Puntuación de lesión pulmonar gruesa (%)* 

Número del 
cerdo 

Virus clonado Virus progenitor Vacuna de MLV Control 
simulado 

3 0,9 10,5 0 0 

4 0 2,1 0,3 0 

5 0 3,25 0 0 

6 1.5 N/A N/A N/A 

*La patología pulmonar gruesa se evaluó usando un sistema de puntuación de 
lesión pulmonar de cerdo gruesa en el que cada lóbulo del pulmón se evaluó 
para determinar el % de neumonía, y el % de neumonía de cada lóbulo se 
añadió para todo el pulmón (10). 

 

Introducción de la proteína fluorescente verde en la región Nsp2 del clon infeccioso. Se exploró la posibilidad de usar 
este clon infeccioso para la expresión de genes extraños. Los estudios previos demostraron que Nsp2 es un sitio 
candidato excelente para la inserción de genes extraños. La región C-terminal de Nsp2 tanto para el Tipo 1 como 
para el Tipo 2 contiene dominios hipervariables, incluyendo inserciones y supresiones de aminoácidos (7, 8, 27). 5 
Una de las diferencias importantes entre el SD01-08 y LV, el miembro prototípico de los virus de Tipo 1 europeos, es 
la presencia de una supresión de 17 aminoácidos en la Nsp2, que está situada entre los aminoácidos 734 a 750 en 
ORF de LV. Se insertó una proteína fluorescente verde (GFP) en este sitio de supresión único de Nsp2 (en los 
aminoácidos 733/734 del ORF1a de SD01-08, Fig. 7). El constructo, pSD01-08-GFP, se transcribió in vitro y se 
transfectó en células BHK-21. Las células vivas se examinaron directamente bajo un microscopio de fluorescencia 10 
después de 48 horas tras la transfección. El sobrenadante del cultivo celular procedente de las células BHK 
transfectadas se hizo pasar sobre células MARC-145, dando como resultado la aparición de células que expresan 
GFP, que se pudieron visualizar claramente tan pronto como 6 horas después de la infección (FIG. 6A). Para 
confirmar la expresión de la proteína de fusión GFP-Nsp2, a 48 horas después de la infección, las células se fijaron y 
se tiñeron con un mAb específico para Nsp2, ES3-4 58-46. ES3-4 58-46 se generó inmunizando ratones con un 15 
péptido sintético obtenido de la secuencia epitópica de ES3, que está situada inmediatamente en dirección del sitio 
de inserción de GFP (Fig. 7). Como anticuerpo secundario, se usó IgG antiratón de cabra conjugada a Cy3 
fluorescente rojo. La microscopía confocal mostró la localización perinuclear tanto de GFP como Nsp2, similar a la 
localización de Nsp2 del virus progenitor (Figs. 6B y 6C). Para determinar si la expresión de GFP afectó a la 
replicación vírica, se compararon las características de crecimiento del virus de GFP con los virus de tipo salvaje 20 
progenitor y clonado. El ciclo de replicación del virus de pSD01-08-GFP fue similar al de los otros virus, incluyendo 
títulos víricos pico a 48 hpi; sin embargo, el título máximo para la infección del virus de GFP se redujo 
aproximadamente 10 veces. (Fig. 3). 

Para investigar la estabilidad de la expresión de GFP a lo largo de múltiples rondas de replicación vírica, se hizo 
pasar en serie ocho veces el virus de GFP sobre células MARC-145. Hacia la séptima pasada, apareció una 25 
subpoblación de virus que no expresa GFP, que se computó como el 15% de la población vírica total. También se 
analizó la pérdida de GFP mediante RT-PCR. Se aisló ARN celular total de células infectadas con la séptima pasada 
del virus de GFP, y se usó ARN como molde en una reacción de RT-PCR con cebadores que amplificaron la región 
de inserción de GFP. El producto de RT-PCR se clonó y se secuenció. Los resultados revelaron que los 
aminoácidos N-terminales 1-159 de GFP se suprimieron (Fig. 7). De forma más interesante, mientras que se 30 
suprimieron los aminoácidos 1-159, se insertaron dos aminoácidos, metionina (M) y ácido glutámico (E), por el virus 
antes del aminoácido 160 de GFP (Fig. 7). Por lo tanto, la selección del genoma vírico que codifica la supresión en el 
gen de GFP dio cuenta de la disminución en el porcentaje de células infectadas que expresan GFP. Tomados juntos, 
estos resultados indican que la región Nsp2 puede tolerar la introducción de un gen extraño. Sin embargo, la 
inserción de un gen extraño reduce el nivel de replicación vírica. De este modo, el marcador positivo, el gen de GFP 35 
no fue estable. 

II. Virus marcador negativo de GFP/∆ES4 

Construcción del virus vacunal marcador negativo GFP/∆ES4. A fin de obtener un virus vacunal marcador negativo 
potencial, se suprimió el epítopo de células B, ES4, que está situado en dirección de la GFP (en el nucleótido 2427 a 
2591 del genoma vírico de SD01-08) mediante técnicas de PCR de extensión solapante (Hayashi et al., 1994) 40 
usando pares de cebadores ∆ES4F/E3448R y E1895F/∆ES4R (Tabla 5). El producto de la PCR se digirió con las 
enzimas de restricción RsI1 y EcoRV, y se ligó en el plásmido pSD01-08-GFP, que se digirió con los mismos 
enzimas de restricción. El constructo plasmídico resultante se designó como pSD01-08-GFP/∆ES4 (Fig. 8). 
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Tabla 5. Cebadores usados para la supresión del epítopo ES4 y la expresión antigénica de ELISA 

Nombre del cebador Secuencia* Posición del genoma en 
SD01-08@ 

∆ES4F 5' caa g tc ctc tac agg gcc cat act c SEC ID nº 32 2421 -2426 

2592 -2606 

∆ES4R 5' ggc cct gta gag gac ttg tac agc tc  SEC ID nº 33 2421 -2426 

2592 - 2599 

E1895F 5' ctt gct gat cc acct cct cag g SEC ID nº 34 1905 - 1926 

E3448R 5' ccg tcg gag ggg gtg gca tcc SEC ID nº 35 3377 - 3397 

Nsp2-2144F 5' gtc tgt gtc ctt gga cga gtg SEC ID nº 36 2144 - 2164 

Nsp2-2694R 5' cca agc ggc caa gga tag atc SEC ID nº 37 2694 - 2714 

pET-EGFP-F 5' cgg gat cca tgg tga gca agg gcg agg agc  SEC ID nº 38 - 

pET-EGFP-R 5' cct aag ctt cct tgt aca gct cgt cca tgc cg  SEC ID nº 39 - 

pET-ES4F1 5' gc aga tct tca gac tcc aag aga gaa SEC ID nº 40 2427 - 2444 

pET-ES4F2 5' gc aga tct ggt ggt ggt ggt tcc tca gac tcc aag aga gaa 
SEC ID nº 41 

2427 - 2444 

pET-ES4R 5' at ccc aag ctt gcg ggg atc ccg gga caa atc ctc g SEC ID 
nº 42 

2577 - 2591 

*Los nucleótidos de GFP están en negrita, y los sitios de enzimas de restricción están en cursiva y subrayados; @ 
Los números corresponden a posiciones nucleotídicas en el genoma de SD01-08. 

 

La Fig. 8 es un diagrama esquemático del constructo pSD01-08-GFP/∆ES4. La GFP se insertó entre los 
aminoácidos 733 y 734 de ORF1a, y el epítopo de células B inmunógeno, ES4, situado en dirección de GFP (en el 
aminoácido 736 a 790) se suprimió del virus SD01-08. La transfección directa de este ADN plasmídico en células 5 
BHK-21 inicia un ciclo completo de replicación vírica. Los sobrenadantes de los cultivos celulares de células BHK-21 
obtenidos 48 horas después de la transfección se hicieron pasar sobre células MARC-145, se recuperó el virus de la 
progenie infecciosa, y el virus resultante se denominó como virus marcador GFP/∆ES4. El virus progenitor, SD01-08, 
se generó paralelamente a partir del clon de ADNc pSD01-08. Para la caracterización in vitro e in vivo se usó la 
pasada dos de los virus de células MARC-154. 10 

El estudio de la genética de crecimiento mostró que los virus marcadores GFP/∆ES4 se replicaron con una cinética 
ligeramente más lenta, alcanzando un título máximo varias horas más tarde que el virus progenitor, SD01-08. El 
título vírico pico del virus marcador (3,34 x 104 FFU/ml) fue aproximadamente dos logaritmos menor que el del virus 
progenitor (2,56 x 106 FFU/ml) (Fig. 9). La Fig. 9 representa la cinética de crecimiento de los virus marcadores 
GFP/∆ES4. Las células MARC-145 se infectaron paralelamente a MOI de 0,1 con la pasada tres del virus marcador 15 
GFP/∆ES4 y del virus progenitor. A 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas después de la infección, las células se 
cosecharon, y los títulos víricos se determinaron mediante IFA en células MARC-145. Los resultados fueron valores 
medios a partir de tres réplicas del experimento, y los títulos víricos se expresaron como unidades de foco de 
fluorescencia por mililitro (FFU/ml). La morfología de placas entre el virus marcador y el virus progenitor se comparó 
mediante ensayo en placas en células MARC-145. Las placas víricas formadas por el virus marcador GFP/∆ES4 se 20 
redujeron drásticamente de tamaño, y la mayoría de las placas tuvieron un tamaño preciso (Fig. 10), sugiriendo un 
efecto negativo de la inserción de GFP/supresión de ES4 sobre la velocidad de extensión célula a célula durante la 
infección. La Fig. 10 muestra la morfología de placas de los virus marcadores GFP/∆ES4 (10-1) y virus progenitores 
(10-2). Se infectaron monocapas de cultivos celulares confluentes con virus a una MOI de 0,1. Después de una 
infección de 2 horas, el sobrenadante del cultivo celular se retiró y se aplicó un recubrimiento de agar. Las placas se 25 
detectaron después de 5 días a 37ºC, y se tiñeron usando violeta de cristal al 0,1%. 

La estabilidad in vitro de la inserción de GFP o la supresión de ES4 en los virus recombinantes fue seguida durante 
10 pasadas en serie (incubación de 72 horas para cada pasada) en células MARC-145. La región GFP/∆ES4 del 
virus en la pasada 10 se secuenció. Sorprendentemente, a diferencia del virus SD01-08-GFP previo, que 
experimentó una supresión de los 159 aminoácidos N-terminales, la GFP en el virus marcador GFP/∆ES4 30 
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permaneció intacta como un gen de longitud completa, y todavía estaba presente la supresión de ES4. Este 
resultado indica que la supresión de la región del epítopo ES4 mejoró la estabilidad del gen extraño insertado, GFP. 
Se identificó una pequeña población de las células infectadas que perdió la fluorescencia asociada a GFP (Fig. 11). 
En 11-1 se muestra la expresión de GFP en células MARC-145 infectadas con la pasada 10 de los virus marcadores 
GFP/∆ES4. El mismo foco vírico teñido con anticuerpo monoclonal anti-nucleocápsida marcado con AlexiFluor, 5 
SDOW 17 (Nelson et al., 1993), se muestra en 11-2. En el círculo se muestra la población de virus que perdieron la 
fluorescencia de GFP. 

Para la región de GFP/∆ES4, se llevaron a cabo tres repeticiones independientes de PCR y secuenciación (en las 
direcciones tanto directa como inversa). Por lo tanto, se obtuvo un total de seis secuencias. En una de las 
secuencias, se identificó una mutación del nucleótido C-289 a T-289, que provocó la mutación de aminoácidos de 10 
arginina a cisteína en la posición 97 de la GFP, que puede corresponder a la pequeña población de células 
infectadas que perdieron la fluorescencia asociada a GFP (Fig. 12). No se detectó ninguna mutación en las otras 
cinco secuencias. La Fig. 12 representa un electroferograma del gen de GFP de tipo salvaje en comparación con el 
gen de GFP mutado en Arg-97. La región de inserción de GFP se secuenció a partir de la pasada 10 del cultivo 
celular de los virus marcadores de GFP/∆ES4. Los aminoácidos se presentan en un código de una sola letra, y la 15 
letra en negrita indica el aminoácido mutado de CGC (Arg) a TGC (Cys). 

Expresión de los antígenos ES4 y GFP. El antígeno ES4 se expresó como epítopos ES4 de repetición en tándem 
usando un método modificado descrito anteriormente (Sun et al., 2004). De forma breve, se construyeron tres copias 
del epítopo ES4 (aminoácido 736-790 de ORF1a de SD01-08) en el vector de expresión proteico, pET-28a (+) 
(Novagen). Se añadió un ligador peptídico flexible, GGTGGTGGTGGTTCC, entre dos epítopos para ayudar a 20 
presentar los epítopos. Hubo dos cebadores directos. El cebador directo 1, pET-ES4F1 contenía un sitio de 
restricción de BglII, pero sin una secuencia ligadora, mientras que el cebador directo 2, pET-ES4F2, contenía no 
sólo un sitio de restricción de BglII, sino también una secuencia ligadora. El fragmento génico de ES4 se amplificó en 
primer lugar con el cebador directo 1 y el cebador inverso, pET-ES4R. El producto de la PCR se digirió con BglII e 
HindIII, y después se clonó en pET-28a, que se digirió con BamHI e HindIII. Este clon se denominó pET-28a-ES4 25 
(+1). La segunda copia de ES4 se amplificó mediante PCR mediante el cebador directo 2 y el cebador inverso, pET-
ES4R. El producto de la PCR se digirió con BglII e HindIII, y después se clonó en pET-28a-ES4 (+1), que se digirió 
con BamHI e HindIII. La tercera copia del ES4 se insertó usando la misma estrategia que la segunda copia. El 
constructo final se denominó pET-28a-ES4 (+3). El gen de GFP se amplificó a partir del plásmido pEGFP-N1 
(Clontech) con el par de cebadores pET-EGFP-F/pET-EGFP-R. El producto de la PCR se digirió con las enzimas de 30 
restricción BamHI e HindIII, y se ligó al vector pET-28a, que se digirió con las mismas enzimas. Las proteínas 
recombinantes se expresaron en E. coli BL21 (DE3) para producir una proteína de fusión con seis restos de histidina 
en el N-terminal. Las proteínas se purificaron mediante cromatografía de afinidad de níquel, y se analizaron 
mediante SDS-PAGE como se describe en nuestra publicación previa (Ferrin et al., 2004). 

Caracterización in vivo del virus marcador de GFP/∆ES4. Las características in vivo del virus marcador de 35 
GFP/∆ES4 se estudiaron en un modelo de enfermedad de cerdo de criadero. Se adquirieron dieciocho cerdos de 
cuatro semanas de una piara libre de PRRSV. Los animales se separaron aleatoriamente en tres grupos (n = 
6/grupo) y se enjaularon en condiciones de aislamiento BL2 con un período de aclimatación de 7 días antes de 
comenzar las inoculaciones experimentales. Los cerdos del grupo 1 se infectaron con el virus marcador de 
GFP/∆ES4, y los cerdos del grupo 2 se infectaron con el virus progenitor SD01-08 como control positivo, y los cerdos 40 
del grupo 3 se infectaron de forma simulada con el medio de cultivo celular. Los cerdos del grupo 1 y grupo 2 se 
inocularon a través de sitios tanto intranasales como intramusculares, con 1 x 106 dosis infecciosas de cultivo tisular 
del 50% (TCID50) del virus (1 ml en cada sitio). En los 42 días después de la infección (dpi), los cerdos del grupo 1 y 
el grupo 2 se expusieron a la cepa de Tipo 1 heteróloga del virus SD03-15. 

El SD03-15 es otra cepa de Tipo 1 norteamericana, que se aisló de muestras clínicas sometidas a nuestro 45 
laboratorio de diagnóstico en el año 2003. En informes de campo, los cerdos infectados con SD03-15 
experimentaron una mortalidad previa al destete de 80-90% durante un período de 3 semanas. El comportamiento 
disminuido continuó a través de la fase de acabado. En la población de cerdas adultas, hubo una tormenta de 
abortos leve, en comparación con la epidemia de US PRRSV previa. Nuestro estudio con animales experimentales 
previo también demostró la naturaleza patógena de este virus (Lawson et al., Proc. Conf. Res. Work. Anim. Dis., 50 
abstr. 99, 2005). 

Tres cerdos del grupo 3 se expusieron al virus SD03-15, y los otros tres cerdos permanecieron como controles 
infectados de forma simulada. Los cerdos se observaron diariamente en busca de signos clínicos y para determinar 
las temperaturas corporales durante los primeros 7 días después de la infección y los primeros 7 días después de la 
exposición. Se compararon las respuestas de temperaturas medias entre diferentes grupos de exposición. Las 55 
temperaturas rectales se tomaron un día antes de la exposición, y 7 días después de la exposición. No se detectó 
incremento de temperatura en ninguno de los cerdos tras la infección inicial, y no se observaron signos clínicos. 
Después de la exposición, las temperaturas rectales fueron elevadas en aquellos tres cerdos expuestos del Grupo 3 
(infectados inicialmente de forma simulada) a uno y dos días después de la exposición (Fig. 13). También se 
observaron signos clínicos (tos y descarga nasa) en estos tres cerdos. El resto de los cerdos siguió asintomático. Se 60 
obtuvieron muestras de sangre de todos los cerdos una vez por semana. Los cerdos se eutanasiaron a los 21 días 
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después de la exposición. Se evaluaron lesiones pulmonares gruesas del animal del estudio usando un sistema 
desarrollado previamente basado en el volumen aproximado con el que cada lóbulo contribuye a todo el pulmón: los 
lóbulos apicales izquierdo y derecho, los lóbulos cardíacos izquierdo y derecho, y el lóbulo intermedio contribuyen 
cada uno con 10% del volumen pulmonar total, y los lóbulos caudales izquierdo y derecho contribuyen cada uno con 
25%. Estas puntuaciones se usaron entonces para calcular la proporción de la lesión pulmonar total basándose en 5 
las contribuciones relativas de cada lóbulo (Halbur et al., 1995). En la necropsia, no se observaron lesiones 
patológicas gruesas en el Grupo 1, Grupo 2, y en los tres cerdos del control negativo estricto. Por el contrario, se 
observaron lesiones pulmonares patológicas gruesas leves, características de PRRSV en aquellos tres cerdos del 
Grupo 3 que se infectaron inicialmente de forma simulada y después se expusieron a SD03-15. 

Propiedades virológicas e inmunológicas. Se determinaron las propiedades virológicas e inmunológicas in vivo del 10 
virus marcador. Los cerdos se expusieron a 42 dpi, mostrado como una línea punteada vertical en las Figs. 14A-
14C. La duración y altura de la viremia se determinó mediante PCR en tiempo real, y el resultado se interpretó como 
número de copias de ARN por ml. A cada día después de la infección, la carga viral media con diferentes letras en 
mayúsculas (A, B o C) difiere significativamente (P < 0,05). En comparación con los cerdos del Grupo 2 infectados 
con virus progenitores (título vírico medio pico = 5,9 x 107 copias/ml), los cerdos que se infectaron con el virus 15 
marcador de GFP/∆ES4 tuvieron una menor carga viral pico (título vírico medio pico = 2,08 x 105 copias/ml, Fig. 
14A). En el día 7 después de la exposición, la carga viral fue dos a tres logaritmos menor para los cerdos vacunados 
que para aquellos cerdos infectados inicialmente de forma simulada y expuestos después al virus SD03-15. Hacia el 
día 21 después de la exposición, los cerdos del grupo infectado con el virus marcador de GFP/∆ES4 tuvieron una 
carga viral 10 veces menor en comparación con el grupo progenitor, y 3/5 cerdos habían eliminado el virus en el 20 
suero (Fig. 14A; Tabla 6). 

Tabla 6. Carga viral en suero medida mediante PCR cuantitativa a los 21 días después de la exposición con una 
cepa genéticamente diferente, SD03-15 

 Carga viral en suero (copias/ml) 

Números de los cerdos GFP/∆ES4 Progenitor Negativo / expuesto* Negativo 

1 0 2,7E + 02 N/A 0 

2 7,4E + 02 0 N/A 0 

3 0 1,2E + 04 N/A 0 

4 N/A 0 3,6E + 04 N/A 

5 0 2,6E + 03 3,3E + 04 N/A 

6 1,7E + 02 1,1E + 04 3,6E + 04 N/A 

Media 1,8E + 02 4,3E + 03 3,5E + 04 0 

* Tres de los cerdos en grupo negativo expuestos con la cepa heteróloga, SD03-15, a 42 dpi. 

 

Hacia 14 dpi, todos los cerdos de grupos infectados se habían seroconvertido. Los anticuerpos del suero específicos 25 
de PRRSV se midieron mediante un kit IDEXX HerdChek® PRRSV ELISA 2XR. Las relaciones S/P mayores que 0,4 
son consideradas positivas. La respuesta de anticuerpos alcanzó niveles similares después de 21 dpi (Fig. 14B). 

La respuesta de anticuerpos neutralizantes víricos se determinó mediante ensayo de neutralización de foco 
fluorescente (Fig. 14C). Los resultados se interpretaron como una reducción del 90% de la infección vírica, y los 
títulos de los anticuerpos neutralizantes se presentaron como valor medio (n = 6) y se expresaron en una escala 30 
logarítmica de base 2. El virus progenitor SD01-08 se usó para el ensayo neutralizante vírico. En cada día después 
de la infección, las medias con letras en mayúsculas diferentes (A, B o C) difieren significativamente (P < 0,05). La 
medida adicional de los niveles de anticuerpos neutralizantes del suero (SN) mostró que, en cerdos infectados con el 
virus progenitor, se detectaron anticuerpos SN en uno de los seis cerdos a los 21 días después de la infección, y 3/6 
cerdos desarrollaron un título SN detectable que alcanzó un título medio geométrico (GMT) promedio de 2 a los 35 35 
días después de la infección. Por el contrario, las respuestas de anticuerpos neutralizantes se desarrollaron más 
rápido y en mayor cantidad en cerdos infectados con el virus marcador de GFP/∆ES4. Los anticuerpos SN se 
detectaron en uno de los seis cerdos a los 14 días después de la infección, y los títulos SN se detectaron en todos 
los cerdos en este grupo, que alcanzaron un GMT promedio de 9,2 a los 35 días después de la infección. Después 
de la exposición a SD03-15, se observó un mayor efecto, con el GMT de 18,4 del grupo infectado con el virus 40 
marcador de GFP/∆ES4, en comparación con el GMT de 5,7 del grupo infectado con el virus progenitor a 49 dpi (una 
semana después de la exposición). Ambos grupos alcanzaron títulos SN similares a 62 dpi (tres semanas después 
de la exposición) (Fig. 14C). Estos datos sugieren que, en la infección inicial, los cerdos infectados con el virus 
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marcador de GFP/∆ES4 generaron títulos de anticuerpos neutralizantes mayores que los cerdos infectados con el 
virus progenitor. 

Aislamiento de virus y secuenciación. Se usaron muestras séricas de 7, 14, 21 y 28 dpi para el aislamiento del virus 
como se describe previamente (Wasilk et al., 2004). La presencia del virus se confirmó mediante IFA con anticuerpo 
específico para PRRSV, SDOW17 (Nelson et al., 1993). Para determinar la estabilidad de la inserción de GFP y de 5 
la supresión del epítopo ES4, se extrajo ARN vírico del virus aislado del suero, usando el minikit QIAamp Viral RNA 
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevó a cabo la RT-PCR usando métodos descritos 
previamente (Fang et al., 2004). El fragmento amplificado mediante RT-PCR se purificó en gel, y la secuencia se 
determinó en las instalaciones de secuenciación de la Universidad del Estado de Iowa (Ames, IA). Para la RT-PCR y 
secuenciación se usó el par de cebadores nsp2-2144F/nsp2-2694R (Tabla 5), y se amplificó la región nucleotídica 10 
(2144 a 2694 del genoma de SD01-08) que contiene la inserción de GFP y la supresión de ES4. En SEC ID NO. 43 
(Tabla 7) se proporciona la secuencia de longitud completa del virus marcador de GFP/∆ES4. 

Estabilidad in vivo del marcador de GFP/∆ES4. Para determinar la estabilidad de los marcadores de GFP/∆ES4, se 
usaron muestras séricas de 7 a 28 dpi para el aislamiento del virus en células MARC-145. Los virus se recuperaron 
de las muestras séricas recogidas a 7, 14 y 21 dpi, y no se aisló virus de las muestras séricas recogidas desde el 28 15 
dpi. En cultivo celular, sólo se observó una pequeña población de células infectadas que muestra una fluorescencia 
de GFP débil con los virus aislados desde 7 a 14 dpi y no se observó ninguna fluorescencia de GFP en células 
infectadas con los virus aislados a partir de 21 dpi. Sin embargo, la tinción inmunofluorescente usando el anticuerpo 
monoclonal específico contra la proteína de la nucleocápside, SDOW 17, confirmó la presencia de una gran 
población de virus, similar a lo observado en el estudio in vitro (Fig. 11). La estabilidad de la inserción de 20 
GFP/supresión de ∆ES4 se determinó secuenciando las regiones correspondientes. Los resultados confirmaron la 
presencia de la supresión de ES4, y la GFP permaneció intacta como un gen de longitud completa. Sin embargo, los 
resultados de la secuenciación revelaron dos mutaciones de punto que se localizaron en el nucleótido 144 (C a T) y 
en el nucleótido 289 (C a T) de la GFP. La mutación del nucleótido 144 fue silenciosa, pero la mutación del 
nucleótido 289 provocó la mutación de aminoácidos de arginina (R) a cisteína (C) en la posición 97 de la GFP, lo 25 
que es consistente con nuestro análisis de secuenciación in vitro (Fig. 12). De forma interesante, todavía hubo una 
pequeña población del gen de GFP no mutado detectada en los virus aislados desde 7 y 14 dpi. Para cada dpi, se 
secuenciaron virus aislados de tres cerdos, y la secuenciación se llevó a cabo usando cebadores tanto directos 
como inversos, dando como resultado un total de seis secuencias para cada dpi. Para los virus aislados a partir de 7 
dpi, se encontró que 1/6 secuencias no tienen mutación en la posición 97, y se determinó que las otras cinco 30 
secuencias contienen la mutación R a C. Para los virus aislados a partir de 14 dpi, no se identificaron mutaciones en 
2/6 secuencias, y estas dos secuencias procedieron de dos cerdos diferentes. También se identificó que las otras 
cuatro secuencias contienen la mutación R a C. Todas las secuencias generadas a partir de los virus de 21 dpi 
contenían la mutación R a C. Este dato fue consistente con un informe previo (Kim et al., 2007) de que la pérdida de 
fluorescencia de GFP es debida a la mutación R a C. La presencia de una pequeña población de la GFP no mutada 35 
daría cuenta de las células débilmente fluorescentes observadas en el cultivo celular. Estos resultados sugieren que 
la selección puede haber ocurrido gradualmente para generar la mutación a favor de la replicación vírica mejorada. 

ELISA a base de GFP y del epítopo de ES4. Se llevaron a cabo ELISAs usando placas de microtitulación de 96 
pocillos Immulon II HB (Thermo Labsystems, Franklin, MA). La proteína recombinante se diluyó en tampón de 
revestimiento (carbonato de sodio 15 mM-bicarbonato de sodio 35 mM, pH 9,6), y las placas se revistieron con 100 40 
ul del antígeno diluido en las columnas 1, 3, 5, 7, 9 y 11. Las columnas 2, 4, 6, 8, 10 y 12 se trataron con 100 ul de 
tampón de revestimiento como control de fondo. Las placas se incubaron a 37ºC durante 1 hora, y después los sitios 
que se unen a proteína en exceso se bloquearon con leche al 10% en tampón de PBST (1x PBS con 0,05% de 
Tween 20) a 4ºC toda la noche. Los sueros de los ensayos se aplicaron a diluciones 1:5 en tampón de PBST con 
leche al 5%. Después de una incubación de 1 hora a 37ºC, las placas se lavaron con PBST y se añadió anti-IgG 45 
porcina de cabra conjugado con peroxidasa de rábano picante (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD), 
para unirse a cualesquiera anticuerpos séricos de PRRSV que se unen al antígeno en las placas. Las placas se 
incubaron a 37ºC durante otra hora, se lavaron, y se añadió el sustrato de peroxidasa ABTS (Kirkegaard & Perry 
Laboratories, Gaithersburg, MD) para el desarrollo del color. El desarrollo del color se cuantificó leyendo a 405 nm 
con un lector de microplacas EL800 (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT.) controlado por el software XChek 50 
(IDEXX Laboratories). 

Se desarrolló un ensayo de diagnóstico diferencial de compañía para diferenciar animales que se vacunaron con la 
vacuna marcadora de aquellos que se infectaron de forma natural con los virus de campo. Debido a que se usaron 
dos marcadores, la inserción de GFP (marcador positivo) y supresión de ES4 (marcador negativo), se desarrollaron 
ensayos ELISA a base tanto de GFP como del epítopo de ES4 para la detección de los marcadores. Tanto GFP 55 
como los epítopos de ES4 se expresaron como proteínas recombinantes solubles. Se evaluaron estos dos ensayos 
de ELISA para detectar los anticuerpos específicos. La Fig. 15A muestra los resultados del ELISA a base del epítopo 
de ES4, y la Fig. 15B muestra los resultados del ELISA a base del antígeno de GFP. Los cerdos se expusieron a los 
42 días después de la infección y se muestran como una línea vertical punteada en la Fig. 15A. Como se esperaba, 
la infección de los cerdos del Grupo 1 con el virus marcador de GFP/∆ES4 no indujo una respuesta de anticuerpos 60 
detectable contra el epítopo de ES4 suprimido (Fig. 15A), pero indujo una respuesta de anticuerpo potente contra el 
antígeno de GFP, partiendo desde 14 dpi y continuando durante el estudio hasta 62 dpi (Fig. 15B). Por el contrario, 
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los cerdos del Grupo 2 que se infectaron con el virus progenitor, se pudo detectar anticuerpo específico de la 
proteína recombinante de ES4 a 21 dpi, y también duró hasta 62 dpi (Fig. 15A), mientras que no se detectó ninguna 
respuesta de anticuerpo específica contra el antígeno de GFP (Fig. 15B). Después de exponerlos a 03-15, los 
cerdos del Grupo 1 mostraron una respuesta de anticuerpo detectable al epítopo de ES4 una semana después de la 
exposición, puesto que el virus 03-15 contiene el epítopo de ES4 (Fig. 15A). No se detectó ninguna respuesta de 5 
anticuerpo específica en ELISAs basados tanto en GFP como en el epítopo de ES4 para las muestras séricas 
procedentes de los tres cerdos de control negativo estricto (Figs. 15A y 15B). 

Muestras séricas de otros animales infectados con PRRSV de Tipo 1 y Tipo 2. Un requisito básico para el marcador 
negativo es que la región antigénica debería ser capaz de reaccionar con un amplio abanico de virus de campo. 
Para asegurarse de que el epítopo de ES4 puede ser reactivo en diversas cepas víricas, se usaron muestras de 10 
suero procedentes de cerdos infectados con cada una de cuatro cepas representativas del virus de Tipo 1 
norteamericano, SD01-07, SD01-08, SD02-11, y SD03-15 (Lawson et al., Proc. Conf. Res. Work. Anim. Dis., abstr. 
99, 2005). Los aislados de SD01-07 y SD01-08 se obtuvieron de piaras que no muestran enfermedad clínica, y 
SD02-11 y SD03-15 procedieron de piaras con una morbimortalidad sustancial en cerdos jóvenes. Estos cuatro 
aislados también se agrupan en diferentes ramas del árbol filogenético desarrollado para aislados de PRRSV de 15 
Tipo 1 de origen norteamericano (Fang et al., 2007). Las muestras de suero procedentes de cerdos experimentales 
infectados con el virus de Tipo 2, VR2332, se obtuvieron de la fuente de reactivos compartida del PRRSV 
Cooperative Agriculture Project (CAP). Como se muestra en Fig. 15C, el epítopo de ES4 reaccionó con antisueros 
procedentes de todos los cerdos infectados con estas cuatro cepas víricas. Los resultados se presentan como 
valores medios (n = 6). La respuesta de anticuerpo se detectó a 14 dpi, y duró más de 62 dpi. Sin embargo, el 20 
ensayo posterior de muestras de suero procedentes de un grupo de cerdos experimentales infectados con la cepa 
prototípica de Tipo 2, VR2332, no mostró reactividad con el epítopo de ES4 en el ELISA (datos no mostrados). Por 
lo tanto, se necesitaría otro ensayo serológico para diferenciar a los animales infectados con los virus de Tipo 1 de 
aquellos animales infectados con los virus de Tipo 2. 

III. Discusión 25 

Se construyeron dos marcadores genéticos en la región nsp2 del virus de PRRS. El marcador positivo (inserción de 
GFP) permitirá la detección de los animales que han sido vacunados, mientras que el marcador negativo (supresión 
del epítopo de ES4) permitirá detectar la presencia de virus de tipo salvaje en los animales. En comparación con el 
MLV preparado mediante técnicas tradicionales de múltiples pasadas de cultivos celulares, las vacunas construidas 
usando este tipo de supresiones/inserciones atenuantes definidas de forma precisa, y el uso de tecnología genética 30 
inversa, reducen el riesgo potencial de inversión a virus de tipo salvaje virulentos. 

Las vacunas marcadoras son útiles solamente si existen ensayos adecuados (ensayos de diagnóstico de compañía) 
para monitorizar los niveles de vacunación y seguir el transcurso espacial de la infección. El ELISA a base del 
antígeno de GFP detectó un nivel elevado de la respuesta anti-GFP en el grupo de cerdos infectados con el virus 
marcador. El ELISA basado en el epítopo de ES4 también detectó un nivel elevado de respuesta de anticuerpo en el 35 
grupo de cerdos infectados con el virus progenitor, pero pareció desarrollarse de forma más lenta que la de la 
respuesta anti-GFP. Se puede detectar una respuesta anti-GFP robusta de nivel elevado a 14 dpi en cerdos 
infectados con el virus marcador, mientras que la respuesta de anticuerpo anti-ES4 se detectó a 21 dpi y alcanzó 
mayores niveles a 28 dpi en cerdos infectados con el virus de tipo salvaje. El epítopo de ES4 posee los valores 
hidrófilos más elevados (Hopp y Woods, 1981) entre los seis epítopos de células B identificados en la nsp2 del virus 40 
de Tipo 1 (Oleksiewicz et al., 2001). El análisis de las secuencias de aminoácidos de nsp2 actualmente disponibles 
de PRRSV de Tipo 1 (Meulenberg et al., 1993; Fang et al., 2007) mostró que esta región posee 63,6% a 100% de 
identidad de secuencias de aminoácidos en el genotipo de Tipo 1. El análisis de las secuencias proteicas mostró que 
la región del epítopo de ES4, AA736-AA790, contiene realmente siete epítopos pequeños de células B (PepTool, 
BioTools, Inc., Edmonton, Alberta, Canadá). El epítopo AA745 - AA754 y AA768 - AA780 están bien conservados en 45 
el genotipo de Tipo 1. El dato de ELISA de ES4 fue consistente con el análisis de secuencia proteica, demostrando 
que el epítopo de ES4 puede reaccionar con muestras de sueros procedentes de animales infectados con cuatro 
cepas de campo representativas de PRRSV de Tipo 1. Sin embargo, el epítopo de ES4 no reacciona con las 
muestras séricas procedentes de animales infectados con aislados de Tipo 2. En comparación con los epítopos de 
células B identificados en la región nsp2 (Oleksiewicz et al., 2001; de Lima et al., 2006), ninguno de los epítopos 50 
identificados en la región nsp2 se conservó entre los aislados de Tipo 1 y de Tipo 2. Por lo tanto, es necesario otro 
ensayo de diagnóstico para diferenciar cerdos vacunados con el mutante de la supresión del epítopo de ES4 de 
aquellos cerdos infectados con cepas de campo de Tipo 2. 

El epítopo de ES4 en la región nsp2 parece ser no esencial para la replicación del PRRSV, pero puede desempeñar 
un papel importante en la atenuación y patogénesis vírica in vivo. La inserción de la GFP sola no redujo 55 
sustancialmente las propiedades de crecimiento in vitro del virus; sin embargo, cuando se suprimió el epítopo de 
ES4 en dirección de la GFP, el título vírico se redujo al menos dos logaritmos en comparación con el de los virus 
progenitores. La morfología de placas también demostró efectos negativos de los marcadores en el crecimiento 
vírico. La caracterización in vivo demostró además que el virus marcador de GFP/∆ES4 se atenuó con un menor 
nivel de viremia y un mayor nivel de respuesta de anticuerpos neutralizantes que el del virus de tipo salvaje. El 60 
análisis de las secuencias proteicas ha demostrado que la región del epítopo de ES4 contiene el valor hidrófilo más 
elevado en la nsp2 (Hopp y Woods, 1981). 
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Sorprendentemente, la supresión del epítopo de ES4 mejoró la estabilidad de la inserción de GFP en la nsp2. Otra 
observación interesante es la pérdida de fluorescencia de GFP in vitro e in vivo, aunque el gen de GFP permaneció 
intacto. El análisis de secuencias identificó la mutación Arg-97 a Cys en la GFP. La mutación Arg-97 a Cys es 
exactamente la misma mutación de aminoácidos identificada en GFP que se insertó en la región nsp2 de un virus de 
Tipo 2 (Kim et al., 2007). Como se indica por Kim et al (2007), Arg-97 desempeña un papel clave en la formación 5 
cromofórica de GFP, lo que sugiere que la formación cromofórica puede afectar a la función de nsp2. Además, 
puesto que Cys es el aminoácido implicado normalmente en la formación del enlace de disulfuro en la proteína, 
puede ser necesario el enlace de disulfuro adicional para mantener la conformación correcta de nsp2 a fin de que 
funcione. No obstante, la GFP retiene su inmunogenicidad in vivo, y funciona como un marcador positivo excelente 
para la diferenciación entre animales vacunados y los infectados con el virus de tipo salvaje. 10 

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes en esta memoria descriptiva son indicativas del nivel de pericia 
normal en la técnica a la que pertenece esta invención. 

La invención se ha descrito con referencia a diversas realizaciones y técnicas. 
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Tabla 7. Secuencia de longitud completa del virus marcador de GFP/∆ES4 (SEC ID NO: 43) 
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REIVINDICACIONES 

1. Una vacuna frente al virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino de Tipo 1 norteamericano 
(US1PRRSV), que comprende una secuencia de ácido nucleico recombinante de SEC ID NO: 43. 

2. Un método para diferenciar un animal infectado de forma natural con un virus del síndrome reproductivo y 
respiratorio porcino de Tipo 1 norteamericano (US1 PRRSV) de un animal vacunado con una vacuna marcadora de 5 
US 1 PRRSV, en el que dicha vacuna marcadora comprende un US1 PRRSV recombinante en el que se ha 
insertado un antígeno extraño (marcador positivo) y en el que se ha suprimido un epítopo inmunógeno (marcador 
negativo), comprendiendo el método de diferenciación: 

incubar una muestra de suero procedente de un animal con una primera proteína de PRRSV recombinante 
que contiene el marcador positivo, y con una segunda proteína de PRRSV recombinante que carece del 10 
epítopo inmunógeno (marcador negativo), y 

detectar la unión de anticuerpos en la muestra con las proteínas de PRRSV primera y segunda, en el que la 
unión de anticuerpos a la proteína marcadora positiva es indicativa de un animal vacunado, mientras que la 
unión de anticuerpos a la proteína marcadora negativa es indicativa de un animal infectado de forma natural. 

3. Un método de la reivindicación 2, en el que la vacuna marcadora es la vacuna de la reivindicación 1. 15 
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