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DESCRIPCIÓN 
 
Vacunas de subunidades contra el PRRSV  
 
Lista de secuencias  5 
 
Esta solicitud está acompañada por una Lista de Secuencias impresa, y también se ha presentado con un contenido 
idéntico en forma de un archivo de ASCII legible por ordenador en un CD-ROM. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
Campo de la invención 
 
La presente invención concierne en líneas generales a vacunas contra el síndrome reproductor y respiratorio porcino 
(PRRS). Más particularmente, la invención concierne a la prevención del PRRS en cerdos mediante la 15 
administración de una vacuna que comprende subunidades del ADN del virus PRRS (PRRSV). Aun más 
particularmente, la invención se refiere al uso de porciones seleccionadas del ORF 1 tanto solas como junto con 
otras porciones del genoma del PRRSV o junto con otras vacunas contra el PRRSV. 
 
Descripción de la técnica anterior  20 
 
El PRRS es una importante enfermedad en la industria porcina en todo el mundo. El PRRS está causado por una 
infección por el PRRSV. Actualmente, existen vacunas de virus vivos modificados (MLV) que cuando se usan 
correctamente, proporcionan protección a los cerdos frente a la enfermedad clínica resultante de una infección por el 
PRRSV. Las vacunas de PRRS MLV requieren la replicación en el animal vacunado con objeto de asegurar que se 25 
induce una respuesta inmunitaria eficaz (por ejemplo, véase Meng, X J, Heterogeneity of Porcine Reproductive and 
Respiratory Syndrome Virus: Implications for Current Vaccine Efficacy and Future Vaccine Development; 74 Vet. 
Micro., 309 - 329 (2000)). Sin embargo, dicha replicación presenta problemas ya que el PRRS MLV puede 
permanecer en el animal durante varias semanas después de la vacunación y también puede ser diseminado a otros 
cerdos negativos para el PRRSV. La diseminación del PRRS MLV a partir de animales vacunados puede ser un 30 
problema en algunas explotaciones porcinas que no tienen establecidas unas buenas medidas de bioseguridad para 
prevenir la diseminación del PRRS MLV desde los animales vacunados hacia la población sin exposición previa al 
PRRSV. Aunque se han usado millones de dosis del PRRS MLV sin preocupaciones, también existen informes 
esporádicos en la bibliografía relativos a la capacidad del PRRS MLV de revertir hacia una cepa más virulenta, la 
cepa natural del PRRSV. Se han realizado intentos de resolver los problemas de la diseminación del PRRS MLV y la 35 
posible reversión hacia virulencia también mediante la utilización de una vacuna formada por virus inactivados del 
PRRS (es decir, PRRS KV). Sin embargo, la investigación ha demostrado que a pesar del hecho de que el PRRS 
KV puede inducir una fuerte respuesta humoral en los cerdos vacunados, no es eficaz en la prevención de la 
enfermedad asociada al PRRS. 
 40 
Consecuentemente, lo que se necesita en la materia es un método de vacunación y una vacuna que puedan inducir 
una respuesta inmunitaria protectora sin los problemas relacionados con el PRRS MLV. Preferiblemente, la 
administración de la vacuna no se replicaría de forma activa en el animal vacunado e induciría una fuerte respuesta 
inmunitaria humoral y celular. 
 45 
Sumario de la invención 
 
La presente invención resuelve los problemas inherentes y la técnica anterior proporciona un avance significativo en 
el estado de la técnica proporcionando vacunas de ADN del PRRSV. Teóricamente, la vacuna de plásmido de ADN 
que expresa el antígeno del PRRS sirve como molde para sintetizar los antígenos del PRRSV (es decir, como un 50 
PRRS MLV), pero también tiene la característica de no replicarse activamente en el animal (es decir, como un PRRS 
KV). Los inmunógenos protectores necesarios para inducir una respuesta protectora en el hospedador frente al 
PRRSV no se conocen. Dado que el PRRS MLV puede inducir una respuesta protectora en un cerdo vacunado, se 
cree que la replicación del PRRS MLV en el animal vacunado debe inducir una fuerte respuesta inmunitaria tanto 
humoral como celular en el animal vacunado. 55 
 
El ORF1 del PRRSV codifica para la maquinaria de replicación necesaria para la replicación del PRRSV y la 
generación de una nueva progenie. El ORF1 tiene dos regiones, denominadas ORF1a y ORF1b, que comprenden el 
complejo de la replicasa del ORF1 (Dea, et al., Current Knowledge on the Structural Proteins of Porcine 
Reproductive and Respiratory Syndrome (Prrs) Virus: Comparison of the North American and European Isolates; 145 60 
(4) Archives of Virology, 659 - 688 (2000)). Se cree que las proteínas codificadas por la replicasa son los 
inmunógenos clave en otras familias de virus (Leitner et al., DAN and RNA-Based Vaccines: Principles, Progress 
and Prospects; 18 Vaccine 765 - 777 (2000)). Cuando una célula es infectada por el PRRSV, la actividad de la 
replicasa vírica puede proporcionar un potente efecto coadyuvante ya que los antígenos asociados a la replicasa son 
expresados durante la infección de la célula. Los antígenos asociados a la replicasa pueden servir como "señales de 65 
peligro" generadas en las células transfectadas e inducir fuertes respuestas inmunitarias en el hospedador (es decir, 
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IFN, HSP, apoptosis). Por lo tanto, las "señales de peligro" asociadas a la replicasa podrían ser un factor clave en 
por qué el PRRS MLV puede inducir una protección, mientras que el PRRS no replicante (es decir, el antígeno 
inactivado del PRRS KV) no confiere protección tras una exposición. 
 
El ORF1 tiene aproximadamente 12.000 nucleótidos de longitud, lo que dificulta la transfección y la expresión 5 
adecuada en una célula eucariota. Por lo tanto, el ORF1 se dividió secuencialmente y arbitrariamente en secciones 
menores mediante el uso de una inmunización con bibliotecas de expresión (ELI) como herramienta para determinar 
los inmunógenos protectores de varios patógenos. La ELI corta el genoma de un patógeno en particular en 
pequeños fragmentos que se clonan en un vector de vacuna de ADN y a continuación se administra a un 
hospedador para determinar si algún fragmento es capaz de inducir una respuesta inmunitaria (Johnston and Barry; 10 
Genetic to Genomic Vaccination; 15 (8) Vaccine, 808 - 809 (1997)). Preferiblemente, la respuesta inmunitaria es 
protectora. La invención se fundamenta en la hipótesis de que las respuestas inmunitarias del hospedador frente a 
las proteínas generadas por el ORF1 son esencialmente para la protección frente a la exposición al PRRSV. Es 
relativamente fácil poner las regiones que codifican para los ORF del PRRSV 2 - 7 en un vector de vacuna de ADN, 
dado que estos ORF tienen entre 317 - 720 nucleótidos de longitud. Como se ha mencionado anteriormente, el 15 
tamaño de la región del ORF1 del PRRSV es de aproximadamente 12.000 nucleótidos de longitud. La colocación de 
una región de este tamaño en un vector de vacuna de ADN no sería susceptible de una transfección y posterior 
expresión en una célula eucariota. Consecuentemente, era esencial romper la región del ORF1 en secciones más 
pequeñas para asegurar mejor una expresión adecuada de todas las áreas del ORF 1. La inmunización por 
bibliotecas de expresión (ELI) se ha empleado como una herramienta para determinar los inmunógenos protectores 20 
de varios patógenos. La ELI emplea el corte del genoma de un patógeno en particular en fragmentos pequeños. 
Estos fragmentos pequeños son clonados a continuación en un vector de vacuna de ADN y después administrados 
al hospedador para determinar si algún fragmento es capaz de inducir una respuesta inmunitaria protectora. En el 
presente documento, la técnica de ELJ se ha modificado para el desarrollo de una vacuna de ADN del PRRSV que 
está formada secuencialmente por la región codificante del ORF 1 del genoma del PRRSV. Este método se ha 25 
denominado SELI (inmunización secuencial con bibliotecas de expresión). Esto contrasta con Barfoed et al., (DNA 
Vaccination of Pigs with Open Reading Frame 1 - 7 of PRRS Virus; 22 Vaccine, 3628 - 3641 (2004)) que usaba la 
totalidad de la región ORF1 como una vacuna de ADN. 
 
Las vacunas de la presente invención comprenden porciones del ORF1 del PRRSV solas, seleccionándose dichas 30 
porciones del grupo que consiste en los ID. SEC. Nº 2 - 6, 9 y combinaciones de los mismos, junto con otras 
porciones del ORF1 del PRRSV, y junto con otras composiciones eficaces para generar una respuesta inmunitaria 
frente a una infección por el PRRSV, incluyendo otras vacunas del PRRSV. Las porciones del ORF1 útiles para los 
fines de la presente invención tienen un tamaño suficiente para provocar una respuesta inmunitaria en un animal que 
recibe la vacuna. 35 
 
La(s) porción(es) seleccionada(s) puede(n) ser clonada(s) en un vector de expresión adecuado. Algunos ejemplos 
de vectores adecuados incluyen vectores de adenovirus, vectores de Shigella, pVC1650 (Valentis, Inc., Burlingame, 
California), WRG720 (W. R. Grace, Nueva York, Nueva York) y pADNc3 (Invitrogen, Carlsbad, California). Algunos 
vectores preferidos contienen el promotor inmediato temprano de citomegalovirus, el intrón A y una porción de poli-a 40 
adenilación (por ejemplo, hormona de crecimiento bovina (BGH) u hormona de crecimiento humana (HGH)). 
Adicionalmente, las proteínas codificadas del PRRSV podrían ser expresadas en un cultivo de células de insecto 
mediante el uso de, por ejemplo, el sistema de expresión de baculovirus. Después, dichas proteínas podrían 
combinarse con un coadyuvante y administrarse. Por supuesto, los expertos en la materia serían capaces de 
seleccionar los sistemas de expresión y los vectores adecuados que pueden dirigir la expresión de varios ORF del 45 
PRRSV en células eucariotas. Preferiblemente, después de la clonación de las respectivas porciones del ORF1 en 
un vector de expresión adecuado, se verifica la orientación del clon. 
 
En un ejemplo de la presente invención, se seleccionó el virus VR-2332 del PRRSV para su uso de acuerdo con la 
presente invención. Se usó el Genbank U87392 para generar 13 clones solapantes del ORF1. Este ORF1 incluye 50 
12.071 pares de bases de nucleótidos. Las porciones tenían un tamaño que variaba entre 773 pb y 975 pb. Los 
clones se denominaron con las letras A - M siendo el clon A (ID. SEC. Nº 2) de 939 pb, siendo el clon B (ID. SEC. Nº 
3) de 957 pb, siendo el clon C (ID. SEC. Nº 4) de 976, siendo el clon D (ID. SEC. Nº 5) de 954 pb, siendo el clon E 
(ID. SEC. Nº 6) de 939 pb, siendo el clon F (ID. SEC. Nº 7) de 957 pb, siendo el clon G (ID. SEC. Nº 8) de 957 pb, 
siendo el clon H (ID. SEC. Nº 9) de 852 pb, siendo el clon I (ID. SEC. Nº 10) de 917 pb, siendo el clon J (ID. SEC. Nº 55 
11) de 972 pb, siendo el clon K (ID. SEC. Nº 12) de 966 pb, siendo el clon L (ID. SEC. Nº 13) de 783 pb y siendo el 
clon M (ID. SEC. Nº 14) de 774 pb. Los clones A - H son de la región 1a y los clones I - M son de la región 1b del 
ORF1. El clon A utiliza el auténtico codón de inicio ATG del ORF1A. El resto de los clones del ORF1 tenían un 
codón de inicio ATG en marco añadido a sus cinco extremos principales. Cada uno de estos clones fue clonado 
respectivamente en el vector de expresión de ADN pVC1650. Este vector contiene el promotor inmediato temprano 60 
de citomegalovirus y el intrón A, y dirigen la expresión de los varios ORF del PRRSV en células eucariotas. La Tabla 
1 proporciona información relativa a cada clon y de qué región de la secuencia de nucleótidos deriva cada clon. 
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Tabla 1 

Clones mediante inmunización secuencial con bibliotecas de expresión (SELI) del ORF1 del BIV del PRRSVa/1b  

ID. 
SEC. 

SELI del 
clon del 
ORF1 

 

Tamaño 
(pares de 

bases) 

Región 
del clon 

Nucleótidos que abarca el 
clon (usando Genbank 

U87392 como referencia)

Estado Clonado en el 
vector de expresión 

pVC1650 y orientación 
verificada  

Reacción de IFA después 
de la transfección mediante 

el uso de suelo de 
convaleciente porcino anti-

PRRSV  

2 A 939 ORF1a 190 - 1128 ✓  

3 B 957 ORF1a 1126 - 2082 ✓  

4 C 976 ORF1a 2082 - 3057 ✓  

5 D 954 ORF1a 3037 - 3990 ✓  

6 E 939 ORF1a 3985 - 4923 ✓  

7 F 957 ORF1a 4924 - 5880 ✓ - 

8 G 957 ORF1a 5863 - 6819 ✓ - 

9 H * 852 ORF1a 6808 - 7659 ✓  

 

10 I * 917 ORF1b 7735 - 8651 ✓ - 

11 J 972 ORF1b 8634 - 9605 ✓ débil  

12 K 966 ORF1b 9588 - 10553 ✓ - 

13 L 783 ORF1b 10536 - 11318 ✓ - 

14 M 774 ORF1b 11298 - 12071 ✓ - 

* Nota: los clones originales H e I flanquean la región de cambio de marco del ORF1a/1b menos 1 y se diseñaron 
nuevos cebadores para dar unos productos ligeramente más pequeños en la RT-PCR. 

 
Cada porción se utilizó después en varias combinaciones, así como solas, en preparaciones de vacuna que 
comprenden otros ORF del PRRSV. 
 5 
En otro ejemplo se clonaron los clones A - M y los clones del ORF 2 - 6 en el vector de expresión pVC1650 y se 
clonó un clon para el ORF7 en el vector de expresión WRG720. Por supuesto, los expertos en la materia serán 
capaces de seleccionar los vectores adecuados. Adicionalmente, las secuencias de ácidos nucleicos de la presente 
invención pueden ser producidas mediante técnicas convencionales, que incluyen, sin limitación, clonación 
molecular común, mutagénesis y técnicas de síntesis química de ácidos nucleicos. 10 
 
En un aspecto de la presente divulgación, cada uno de los clones A - M se usó individualmente como un 
componente de vacuna. Los animales se inmunizaron con la vacuna mediante su administración a través de 
cualquier medio convencional. Algunos ejemplos de métodos de administración incluyen oral, transdérmica, 
intravenosa, subcutánea, intramuscular, intraocular, intraperitoneal, intrarrectal, intravaginal, intranasal, intragástrica, 15 
intratraqueal, intrapulmonar o cualquier combinación de las mismas. Los modos de administración preferidos son 
intramuscular, subcutáneo e intranasal. Si se desea o si fuera necesario, pueden administrarse inmunizaciones de 
refuerzo una o varias veces en diversos intervalos. Después de la administración de dicha vacuna se desencadena 
una respuesta inmunitaria en el animal y se reducen los signos clínicos de la infección por el PRRSV en incidencia 
y/o en gravedad después de la exposición a una forma virulenta del PRRSV. 20 
 
En otro aspecto de la presente divulgación, se administran combinaciones de los clones A - M a los animales como 
se ha descrito anteriormente. Dichas combinaciones incluyen dos o más de los clones mencionados anteriormente. 
Debido a que algunos de estos clones (A, B, C, D, E, H y J) desencadenan una reacción de IFA después de la 
transfección mediante el uso de suero de convalecientes porcinos anti-PRRSV, se prefieren las combinaciones de 25 
estos clones para los fines de la presente invención. 
 
En otro aspecto de la presente divulgación, se usan los clones A - M, tanto individualmente como en combinaciones, 
como se ha descrito anteriormente, en combinaciones con otro(s) ORF del PRRSV en preparaciones de vacuna. 
Algunos ORF adecuados incluyen los ORF 2 - 7. 30 
 
En otro aspecto de la presente invención, se combina el ADN del ORF del PRRSV con otra vacuna del PRRSV, 
según se define en las reivindicaciones. Preferiblemente la vacuna es eficaz en la inducción de una respuesta 
inmunitaria antes de la adición del ADN del ORF1 del PRRSV. 
 35 
En otro aspecto más de la presente invención, se proporciona un vector. Los vectores de acuerdo con la presente 
invención tienen insertado ADN foráneo (no derivado del vector) que comprende al menos una porción del ADN del 
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ORF1 del PRRSV, según se define en las reivindicaciones. En las formas preferidas, el vector es un plásmido. Esta 
segunda porción se selecciona del grupo que consiste en al menos 21 nucleótidos contiguos de un ORF del PRRSV 
distinto al ORF1, al menos 21 nucleótidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos. En las formas de 
realización que tienen 21 nucleótidos contiguos del ORF1 adicionales, estos 21 nucleótidos son distintos de los al 
menos 21 nucleótidos contenidos en la primera porción del ADN del ORF1 del PRRSV. 5 
 
Otro aspecto de la presente invención engloba células hospedadoras que contienen los plásmidos de la invención. 
Esto incluiría los plásmidos creados mediante la introducción de los diversos fragmentos del ORF1 según se define 
en las reivindicaciones. En las formas preferidas, el plásmido en la célula comprenderá una segunda porción del 
ADN del PRRSV seleccionada del grupo que consiste en al menos 21 nucleótidos contiguos de un ORF del PRRSV 10 
distinto al ORF1, al menos 21 nucleótidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos. 
 
En otro aspecto de la presente invención, las composiciones de la presente invención son útiles en métodos para la 
inducción de respuestas inmunitarias en animales, así como para la prevención completa o una reducción en la 
gravedad de las afecciones y los síntomas provocados por una infección por el PRRSV. 15 
 
Las composiciones de la presente invención pueden incluir coadyuvantes, transportadores, y/o excipientes 
farmacéuticamente aceptables. 
 
Según se usa en el presente documento, se aplicarán las siguientes definiciones: "identidad de secuencia", como se 20 
sabe en la materia, se refiere a una relación entre dos o más secuencias de polipéptidos o dos o más secuencias de 
polinucleótidos, a saber, una secuencia de referencia y una secuencia dada que va a ser comparada con la 
secuencia de referencia. La identidad de secuencia se determina mediante la comparación de la secuencia dada con 
la secuencia de referencia después de que las secuencias se han alineado óptimamente para producir el mayor 
grado de similitud de secuencia, determinado por la coincidencia entre las hebras de dichas secuencias. Después de 25 
dicha alineación, la identidad de secuencia se averigua sobre una base de posición por posición, por ejemplo, las 
secuencias son "idénticas" en una posición en particular si en esa posición los nucleótidos o los residuos de 
aminoácidos son idénticos. El número total de dichas identidades de posición se divide entonces por el número total 
de nucleótidos o de residuos de la secuencia de referencia para dar el % de identidad de secuencia. La identidad de 
secuencia puede calcularse fácilmente mediante métodos conocidos, que incluyen, pero no se limitan a, los 30 
descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed., Oxford University Press, Nueva York (1988), 
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York (1993); en 
Computer Analysis of Sequence Data, Parte I, Griffin, A. M. y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey 
(1994); en Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987); en Sequence Analysis 
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva York (1991); y en Carillo, H. y Lipman, D., SIAM 35 
J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos preferidos para determinar la identidad de secuencia están 
diseñados para proporcionar la mayor coincidencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la 
identidad de secuencia están codificados en programas informáticos disponibles públicamente que determinar la 
identidad de secuencia entre las secuencias dadas. Algunos ejemplos de dichos programas incluyen, pero no se 
limitan a, el paquete informático GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research, 12 (1): 387 (1984)), BLASTP, 40 
BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol, 215: 403 - 410 (1990). El programa BLASTX está disponible 
públicamente en el NCBI y en otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NEH Bethesda, MD 
20894, Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215: 403 - 410 (1990)). Estos programas alinean de forma óptima las 
secuencias mediante el uso de los pesos por hueco por defecto con objeto de producir el mayor nivel de identidad 
de secuencia entre la secuencia dada y la de referencia. Como ilustración, por un polinucleótido que tiene una 45 
secuencia de nucleótidos con al menos, por ejemplo, una "identidad de secuencia" del 95 % con una secuencia de 
nucleótidos de referencia, se entiende que la secuencia de nucleótidos del polinucleótido dado es idéntica a la 
secuencia de referencia excepto porque la secuencia de polinucleótidos dada puede incluir hasta 5 mutaciones 
puntuales por cada 100 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos de referencia. En otras palabras, en un 
polinucleótido que tiene una secuencia de nucleótidos con una identidad de al menos el 95 % con respecto a la 50 
secuencia de nucleótidos de referencia, hasta un 5 % de los nucleótidos de la secuencia de referencia pueden estar 
delecionados o sustituidos por otros nucleótidos, o varios de los nucleótidos hasta un 5 % de los nucleótidos totales 
de la secuencia de referencia pueden estar insertados en la secuencia de referencia. Estas mutaciones en la 
secuencia de referencia pueden producirse en las posiciones terminales 5’ o 3’ de la secuencia de nucleótidos de 
referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas bien individualmente entre los 55 
nucleótidos de la secuencia de referencia o bien en uno o más grupos contiguos dentro de la secuencia de 
referencia. De forma análoga, por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos dada con al menos, por 
ejemplo, una identidad de secuencia del 95 % con una secuencia de aminoácidos de referencia, se entiende que la 
secuencia de aminoácidos dada del polipéptido es idéntica a la secuencia de referencia excepto porque la secuencia 
del polipéptido dado puede incluir hasta 5 alteraciones de aminoácidos por cada 100 aminoácidos de la secuencia 60 
de aminoácidos de referencia. En otras palabras, para obtener una secuencia de un polipéptido dado con una 
identidad de secuencia de al menos el a 95 % con una secuencia de aminoácidos de referencia, hasta un 5 % de los 
residuos de aminoácidos de la secuencia de referencia pueden estar delecionados o sustituidos por otros 
aminoácidos, o varios de los aminoácidos hasta un 5 % el número total de residuos de aminoácidos de la secuencia 
de referencia pueden estar insertados en la secuencia de referencia. Estas alteraciones en la secuencia de 65 
referencia pueden producirse en las posiciones terminales amino o carboxi de la secuencia de aminoácidos de 
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referencia, o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas bien individualmente entre los 
residuos de la secuencia de referencia o bien en uno o más grupos continuos dentro de la secuencia de referencia. 
Preferiblemente, las posiciones de los residuos que no son idénticas difieren por unas sustituciones de aminoácidos 
conservativas. Sin embargo, las sustituciones conservativas no son incluidas como coincidencia cuando se 
determina la identidad de secuencia. 5 
 
De forma análoga, "homología de secuencia", según se usa en el presente documento, también se refiere a un 
método para la determinación del parentesco entre dos secuencias. Para determinar la homología de secuencia se 
alinean de forma óptima dos o más secuencias como se ha descrito anteriormente, y se introducen huecos si fuera 
necesario. Sin embargo, al contrario que en la "identidad de secuencia", las sustituciones de aminoácidos 10 
conservativas cuentan como coincidencia cuando se determina la homología de secuencia. En otras palabras, para 
obtener un polipéptido o un polinucleótido con una homología de secuencia del 95 % con una secuencia de 
referencia, el 95 % de los residuos de aminoácidos o de los nucleótidos de la secuencia de referencia deben 
coincidir o comprender una sustitución conservativa con otro aminoácido o nucleótido, o pueden insertarse en la 
secuencia de referencia varios aminoácidos o nucleótidos hasta el 5 % del total de residuos de aminoácidos o de 15 
nucleótidos, sin incluir sustituciones conservativas, de la secuencia de referencia. 
 
Una "sustitución conservativa" se refiere a la sustitución de un residuo de aminoácido o de un nucleótido por potro 
residuo de aminoácido o nucleótido que tiene unas características o propiedades similares incluyendo tamaño, 
hidrofobicidad, etc., de forma que la funcionalidad global no se modifique significativamente. 20 
 
"Aislado" significa alterado "por la mano del hombre" a partir de su estado natural, es decir, si aparece en la 
naturaleza, ha sido modificado o extraído de su entorno original, o ambos. Por ejemplo, un polinucleótido o un 
polipéptido presente de forma natural en un organismo vivo no está "aislado", pero el mismo polinucleótido o 
polipéptido separado de los materiales con los que coexiste su estado natural está "aislado", según se emplea el 25 
término en el presente documento. 
 
"Ácido nucleico" se refiere a polinucleótidos tales como ácido desoxirribonucleico (ADN), y, cuando sea apropiado, 
ácido ribonucleico (ARN). También debería entenderse que el término incluye, como equivalentes, análogos de 
cualquiera del ARN o del ADN elaborados a partir de análogos de nucleótidos, y, según sea aplicable a la forma de 30 
realización que se está describiendo, polinucleótidos individuales (sentido o antisentido) y bicatenarios. 
 
"Promotor" significa una secuencia de ADN que regula la expresión de una secuencia seleccionada de ADN unida 
operativamente al promotor, y que efectúa la expresión de la secuencia de ADN seleccionada en células. El término 
engloba promotores "específicos tisulares", es decir, promotores que efectúan la expresión de la secuencia de ADN 35 
seleccionada únicamente en células específicas (por ejemplo, en células de un tejido específico). El término también 
cubre los denominados promotores "débiles", que regulan la expresión de un ADN seleccionado principalmente en 
un tejido, pero también provoca la expresión en otros tejidos. El término también incluye promotores no específicos 
de tejidos y promotores que son expresados constitutivamente o que son inducibles (es decir, los niveles de 
expresión pueden ser controlados). 40 
 
"Transfección" significa la introducción de un ácido nucleico, por ejemplo, a través de un vector de expresión, en una 
célula receptora mediante una transferencia génica mediada por un ácido nucleico. "Transformación", según se usa 
en el presente documento, se refiere a un proceso en el que se modifica el genotipo de una célula como resultado 
de la captación celular de un ADN o de un ARN exógeno, y, por ejemplo, la célula transformada expresa una forma 45 
recombinante de un polipéptido, o en el caso de la expresión antisentido a partir del gen transferido, se disrumpe la 
expresión de la forma natural de la proteína. La transfección también puede usar un reactivo químico (es decir, un 
lípido). 
 
El término "vector" se refiere a una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otro ácido nucleico al que ha 50 
sido unido. Un tipo de vector preferido es un episoma, es decir, un ácido nucleico capaz de una replicación 
extracromosómica. Los vectores preferidos son aquellos capaces de una replicación y de una expresión autónoma 
de los ácidos nucleicos a los que están unidos. Los vectores capaces de dirigir la expresión de los genes a los que 
están unidos operativamente se denominan en el presente documento "vectores de expresión". En general, los 
vectores de expresión de utilidad en las técnicas de ADN recombinante están a menudo en forma de "plásmidos" 55 
que se denominan generalmente bucles de ADN circular bicatenario que, en su forma de vector, no están unidos al 
cromosoma. En la presente memoria descriptiva, "plásmido" y "vector" se usan de forma intercambiable ya que el 
plásmido es la forma de vector usada más habitualmente. Algunos vectores incluyen también otros replicones tales 
como fagos o cósmidos, en los que puede insertarse otro segmento de ADN, de forma que se consiga la replicación 
del segmento insertado. La invención pretende incluir esas otras formas de vectores de expresión que realizan 60 
funciones equivalentes y que se han conocido en la materia subsiguientemente al presente documento. 
 
"Amplificación" de ácidos nucleicos o de polinucleótidos es cualquier método que dé como resultado la formación de 
una o más copias de una molécula de ácido nucleico o de un polinucleótido (amplificación exponencial) o la 
formación de una o más copias únicamente del complemento de una molécula de un ácido nucleico o de un 65 
polinucleótido (amplificación lineal). Algunos métodos de amplificación incluyen la reacción en cadena de la 
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polimerasa (PCR) que se basa en ciclos repetitivos de desnaturalización, hibridación con cebadores 
oligonucleotídicos y extensión del cebador mediante una polimerasa de polinucleótido dependiente del molde 
termófilo, dando como resultado un aumento exponencial en las copias de la secuencia deseada del analito 
polinucleótido flanqueadas por los cebadores. Los dos cebadores diferentes de la PCR, que hibridan con hebras 
opuestas del ADN, están posicionados de forma que el producto de la extensión de un cebador catalizada por la 5 
polimerasa puede servir como la hebra de molde para el otro, conduciendo a la acumulación de un fragmento 
bicatenario individual cuya longitud está definida por la distancia entre los extremos 5’ de los cebadores 
oligonucleotídicos. Los reactivos para la realización de dicha amplificación incluyen cebadores oligonucleotídicos, 
una polimerasa de nucleótido y trifosfatos de nucleósidos tales como, por ejemplo, trifosfato de desoxiadenosina 
(dATP), trifosfato de desoxiguanosina (dGTP), trifosfato de desoxicitidina (dCTP) y trifosfato de desoxitimidina 10 
(dTTP). Otros métodos para la amplificación incluyen la amplificación de un polinucleótido monocatenario mediante 
el uso de un único cebador oligonucleotídico, la reacción en cadena de la ligasa (LCR), la amplificación basada en la 
secuencia de ácidos nucleicos (NASBA), el método de la replicasa Q-beta y 3SR. 
 
Descripción detallada de la forma de realización preferida  15 
 
El siguiente ejemplo establece una forma de realización preferida de la presente invención. Sin embargo, debe 
entenderse que este ejemplo se proporciona a modo de ilustración y nada en el mismo debería interpretarse como 
una limitación del ámbito global de la invención. 
  20 
EJEMPLO 1 
 
Este ejemplo proporciona datos relativos a la eficacia de las vacunas de ADN que comprenden varias regiones del 
genoma del PRRSV. El ejemplo comienza con 40 cerdos de ambos sexos negativos para el PRRSV de Spring 
Prairie Colony, Hawley, MN 56549. Los cerdos tenían 3 - 4 semanas de edad al comienzo del estudio. A lo largo del 25 
estudio a los cerdos se les proporcionaron alimentos suficientes en función del tamaño, la edad y el estado de los 
animales. Se proporcionó agua ad libitum. 
 
Para generar las vacunas de ADN del PRRSV, se generaron diecinueve clones de ADNc a partir del virus PRRS. Se 
generaron trece clones de ADNc que representan secuencialmente la región del marco abierto de lectura (ORF) 30 
1a/1b del genoma del pRRSV. El clon A utiliza el auténtico codón de inicio de ATG del ORF1a. El resto de los clones 
del ORF1a/1b desde B hasta M tenían el codón de inicio ATG añadido en sus respectivos extremos 5’. Todos los 
clones anteriores se clonaron respectivamente en el vector de expresión de ADN pVC1650. El vector pVC1650 
contiene el promotor inmediato temprano del citomegalovirus y el intrón A para dirigir la expresión de los diversos 
ORF del PRRSV en células eucariotas. Los seis clones adicionales de ADNc representaban los ORF 2, 3, 4, 5, 6 y 7 35 
de la proteína estructural del PRRSV. Los clones de los ORF 2, 3, 4, 5 y 6 también se clonaron respectivamente en 
el vector de expresión de ADN pVC1650 descrito anteriormente. El gen del ORF 7 se clonó en un vector de 
expresión similar denominado WRG7020. El vector WRG7020 también contiene el promotor inmediato temprano de 
citomegalovirus y el intrón A para dirigir la expresión del ORF del PRRSV 7 en células eucariotas. 
 40 
Se crearon dos conjuntos de vacunas, denominados "A1 - 19" y "T1 - 19". Para las vacunas A1 - 19, los clones 
mencionados anteriormente se clonaron en el plásmido de expresión de Valentis, Inc. pVC1650. Cada constructo de 
plásmido se formuló por separado con fosfato de aluminio (Adju-Phos®) (Ulmer et al., Enhancement of ADN Vaccine 
Potency Using Conventional Aluminum Adjuvants; 18 Vaccine, 18 - 28 (1999) para producir 250 μg del respectivo 
clon del ORF con 1.000 μg de aluminio calculados en una dosis de 1 ml. La vacuna final consistió en una dosis 45 
individual de 1 ml 1 M de cada clon del ORF formulado. Para las vacunas T1 - 19, los clones mencionados 
anteriormente se clonaron en el plásmido de expresión de Valentis, Inc. pVC1650. Cada constructo de plásmido se 
formuló por separado con el polímero TGV200 PINC para producir 250 μg del respectivo clon del ORF en una dosis 
de 1 ml. La vacuna final consistió en una dosis individual de 1 ml 1 M de cada clon del ORF formulado. 
 50 
Para generar un control se crearon vacunas de ADN que consisten en clones del ADNc del PCV2 del ORF y el gen 
HA del SIV. Ambos ORF se clonaron por separado en el plásmido de expresión de Valentis, Inc. pVC1650. Tanto el 
constructo de plásmido del ORF2 del PCV2 como el del gen HA del SIV se formularon por separado con fosfato de 
aluminio (Adju-Phos®) para producir 250 μg del respectivo clon del ORF con 1.000 μg de aluminio calculados en una 
dosis de 1 ml (denominados A20 y A21). Adicionalmente, tanto el constructo de plásmido del ORF2 del PCV2 como 55 
el del gen HA del SIV se formularon por separado con el polímero TGV200 PINC para producir 250 μg de cada clon 
respectivo en una dosis de 1 ml (denominados T20 y T21). La vacuna final consistió en cuatro dosis individuales de 
1 ml 1 M de cada clon formulado. La Tabla 2 muestra todas las vacunas creadas, incluyendo las vacunas de control. 
 

Tabla 2 60 
Plásmido Región del clon Nucleótidos del clon (usando el Genbank U87392 como referencia) 

1 ORF1a 190 - 1128 

2 ORF1a 1126 - 2082 

3 ORF1a 2082 - 3057 
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Plásmido Región del clon Nucleótidos del clon (usando el Genbank U87392 como referencia) 

4 ORF1a 3037 - 3990 

5 ORF 1a 3985 - 4923 

6 ORF 1a 4924 - 5880 

7 ORF 1a 5863 - 6819 

8 ORF 1a 6808 - 7659 

9 ORF 1b 7735 - 8651 

10 ORF 1b 8634 - 9605 

11 ORF 1b 9588 - 10553 

12 ORF 1b 10536 - 11318 

13 ORF 1b 11298 - 12071 

14 ORF2 NA 

15 ORF3 NA 

16 ORF4 NA 

17 ORF5 NA 

18 ORF6 NA 

19 ORF7 NA 

20 ORF2 NA 

21 HA del SIV  NA 
 

Los cuarenta cerdos se dividieron en cuatro grupos: al grupo 1 se les administraron dosis de 19 x 1 ml de A1 - A19 
Adju-Phos los días 0, 21 y 42. Al grupo 2 se les administraron dosis de 19 x 1 ml de T1 - T19 TGV200 los días 0, 21 
y 42. Al grupo 3 se les administraron las respectivas dosis de 4 x 1 ml de A20, A21, T20 y T21 los días 0,21 y 42. Al 
grupo 4, el control negativo, no se le administró ningún tratamiento. 5 
 
El día 56 del estudio, a todos los cerdos de los grupos 1, 2 y 3 se les administró la cepa virulenta SDSU#73 del 
PRRSV. La cepa virulenta SDSU#73 del PRRSV se diluyó a 1:10 en EMEM con un 4 % de suero bovino fetal antes 
de su administración a los cerdos. Se administraron intranasalmente a los cerdos apropiados un total de 2 ml del 
virus de exposición diluido, administrándose en cada fosa nasal 1 ml del virus diluido. El título vírico antes y después 10 
de la exposición al virus PRRSV era de 104,59 TCID50/ml y de 104,65 TCID50/ml, respectivamente. 
 
Se extrajeron muestras sanguíneas de los cerdos los días 0, 21, 42 y 56 del ensayo para controlar la seroconversión 
a la vacunación. También se extrajeron muestras sanguíneas de los cerdos los días 57, 59, 61, 63, 66 y 70 del 
ensayo para controlar la seroconversión y la viremia después de la exposición. Se registraron diariamente las 15 
observaciones clínicas a partir del día 54 - 70. El día 70 se le realizó una necropsia a los cerdos y se registraron 
unas lesiones pulmonares macroscópicas como un porcentaje de afectación del pulmón debido al como PRRSV. 
Los cerdos se pesaron antes del inicio del estudio y en los días 56 y los días 70. En la Tabla 3A puede observarse 
un resumen del protocolo de este ejemplo. 

 20 
Tabla 3 

Grupo 
Cerdos / 

grupo  

Primera 
vacunación 

(Día = 0) 

Segunda 
vacunación 
(Día = 21) 

Tercera 
vacunación 
(Día = 42) 

Exposición  
(Día = 56) 

Recolección de muestras y 
finalización del estudio  

(Día = 70) 

1 10 
A1 - A19 

Adju-Phos 
A1 - A19 

Adju-Phos 
A1 - A19 

Adju-Phos 

2 ml de la SDSU#73 
virulenta del PRRSV 

administrados 
intranasalmente 

Se evalúa la salud clínica, la 
temperatura rectal. Se evalúan 
las lesiones pulmonares de los 
animales en la necropsia y se 

recoge el tejido pulmonar 
designado 

2 10 T1 - T19 T1 - T19 T1 - T19 Igual que anteriormente Igual que anteriormente 

  TGV200 TGV200 TGV200   

3 10 A20 - A21 A20 - A21 A20 - A21 Igual que anteriormente Igual que anteriormente 

  T20 - T21 T20 - T21 T20 - T21   

4 10 Ninguno  Ninguno Ninguno Ninguno Igual que anteriormente 
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Con objeto de evaluar los resultados del ejemplo, el principal criterio usado para la determinación de la eficacia de 
los tratamientos del ensayo fue el desarrollo de lesiones pulmonares características del PRRSV. Se evaluaron la 
respuesta serológica, la ADG tras la exposición y las temperaturas rectales como criterios de apoyo. Los resultados 
del ejemplo se resumen en la Tabla 4. 
 5 

Tabla 4 

Grupo 
Puntuaciones 
pulmonares 

medias por grupo  

Porcentaje de cerdos de 
cada grupo con unas 

puntuaciones de 
consolidación de ≥ 20 %

Mayor temperatura 
promedio por grupo 

tras la exposición (° F)

Mayor porcentaje 
de picos de 

viremia tras la 
exposición  

ADG promedio 
por grupo tras 
la exposición 

1 (A1-A19 
Adju-Phos) 

19,84 37,5 105,9 100 % 0,16 

2 (T1-T19 
TGV200) 

28,42 70,0 106,0 100 % 0,43 

3 (Exp., Ctrl) 37,68 70,0 106,1 100 % 0,68 
(Neg., 

control) 
0,0 A 0,0 103,9 0 % 1,48 

 
No se produjo seroconversión al PRRSV según se determinó mediante el ELISA de IDEXX para el PRRS en 
ninguno de los cerdos que recibieron tres dosis de los correspondientes prototipos de vacuna de ADN A1 - A19 
Adju-Phos o T1 - T19 TGV200. Después de la exposición al PRRSV virulento, parecía haber un aumento más rápido 10 
en las proporciones S/P del ELISA en los cerdos del grupo 2 que en los del grupo 1. Los cerdos del grupo 3 (no 
vacunados / controles expuestos) tenían unas proporciones S/P negativas hasta que se expusieron al PRRSV 
virulento. Los cerdos de control negativo estricto del grupo 4 tuvieron unas proporciones S/P negativas a lo largo del 
estudio. Los resultados serológicos se recogen en la Tabla 5. 

15 
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Las temperaturas de los cerdos se controlaron desde los dos días anteriores a la exposición a lo largo de catorce 
días después de la exposición. La temperatura promedio en el momento inicial del grupo a lo largo del periodo de 
exposición para el grupo 4 de controles vacunados / no expuestos fue de 103,4 ºF. 
 
Las temperaturas promedio por grupo entre todos los grupos expuestos al PRRSV fueron elevadas en el mismo 5 
punto después de la exposición, sin embargo había una diferencia temporal en los días después de la exposición en 
los que aparecía el pico de temperatura promedio del grupo. Los picos de temperatura promedio por grupo en todos 
los grupos expuestos al PRRSV variaban entre 105,9 y 106,1 ºF, mientras que el pico de temperatura promedio de 
los grupos de control negativo era de 103,9. El grupo 3 mostró un aumento gradual en la temperatura tras la 
exposición, con un pico de 106,1 ºF nueve días después de la exposición. Los grupos 1 y 2 mostraron un abrupto 10 
aumento en las temperaturas a los dos días de la exposición, con unos picos de temperatura de 105,9 ºF y de 
105,6 ºF, respectivamente. Es de destacar que la forma en la que las temperaturas posteriores a la exposición de los 
cerdos vacunados con el ADN del grupo 1 y 2 aumentaron rápidamente, es similar a la forma en la que los animales 
vacunados con el PRRS KV responden después de la exposición. Se ha observado que los cerdos vacunados con 
prototipos experimentales del PRRS KV tienen habitualmente una "sensibilización humoral" (es decir, son 15 
seropositivos para el PRRSV después de la vacunación). Los animales vacunados con estos prototipos 
experimentales del PRRS KV también muestran un rápido aumento en la temperatura poco después de la 
exposición, según se observó en este estudio en los cerdos vacunados con el ADN de los grupos 1 y 2. Esta 
similitud en la rápida elevación de la temperatura después de la exposición al PRRSV es una indicación adicional de 
que los sistemas inmunitarios de los cerdos vacunados con el ADN estaban de hecho sensibilizados frente al 20 
antígeno PRRSV. 
 
Los cerdos del grupo 3 mostraron las lesiones pulmonares que se encuentran de forma característica en una 
exposición con éxito al PRRSV. Los cerdos del grupo 4 no presentaban lesiones pulmonares en la necropsia. Los 
cerdos del grupo 1 y 2 tenían unas lesiones pulmonares promedio por grupo de 19,84 y de 28,42, respectivamente. 25 
Las puntuaciones pulmonares de los cerdos individuales se recogen en la Tabla 6. 
 

Tabla 6 
Grupo Animal Puntuaciones pulmonares

1 802 2,00 

1 808 0,90 

1 812 55,00 

1 814 0,20 

1 818 1,00 

1 826 ND 

1 830 70,00 

1 832 2,90 

1 839 26,75 

1 842 ND 

 Media 19,84 

   

2 806 23,00 

2 813 32,50 

2 821 4,00 

2 822 28,95 

2 836 37,50 

2 844 67,00 

2 845 16,70 

2 846 52,50 

2 847 14,00 

2 849 8,00 

 Media 28,42 

   

3 811 2,75 

3 815 33,50 
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3 819 51,00 

3 823 72,00 

3 831 75,00 

3 833 15,50 

3 840 39,00 

3 841 37,50 

3 843 9,50 

3 848 41,00 

 Media 37,68 

   

4 803 0,00 

4 804 0,00 

4 805 0,00 

4 810 0,00 

4 817 0,00 

4 828 0,00 

4 834 0,00 

4 837 0,00 

4 838 0,00 

4 850 0,00 

 Media 0,00 
 

A partir de estos resultados es evidente que las vacunas de ADN que comprenden varias regiones del genoma del 
PRRSV pueden inducir protección después de una exposición virulenta en el modelo respiratorio. 
 
LISTA DE SECUENCIAS 5 

 
<110> Boehringer Ingelheim vetmedica, Inc.  
VAUGHN, Eric M. 
STAMMER, Richard 
 10 
<120> Vacunas de subunidades contra el PRRSV 
 
<130> 35072-PRO 
 
<160> 14 15 
 
<170> PatentIn versión 3.2 
 
<210> 1 
<211> 15411 20 
<212> ADN 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 1 
 25 
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<210> 2 
<211> 939 
<212> ADN 5 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 2 
 

10 
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<210> 3 
<211> 957 
<212> ADN 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 5 
<400> 3 
 

 
 
<210> 4 10 
<211> 976 
<212> ADN 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 4 15 
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<210> 5 
<211> 954 
<212> ADN 5 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 5 
 

 10 
 
<210> 6 
<211> 939 
<212> ADN 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino  15 
 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 957 
<212> ADN 5 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 7 
 

 10 
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<210> 8 
<211> 957 
<212> ADN 5 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 8 
 

 10 
 
<210> 9 
<211> 852 
<212> ADN 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 15 
 
<400> 9 
 

E05766550
09-09-2015ES 2 546 933 T3

 



27 

 
 
<210> 10 
<211> 917 
<212> ADN 5 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 972 
<212> ADN 5 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 966 
<212> ADN 5 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 12 
 

 10 
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<210> 13 
<211> 783 
<212> ADN 5 
<213> Virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino 
 
<400> 13 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una vacuna capaz de inducir una respuesta inmunitaria frente al PRRSV que comprende: 
 

una primera porción del ADN del ORF1 del PRRSV, seleccionándose dicha porción del grupo que consiste en los 5 
ID. SEC. Nº 2 - 6, 9, y combinaciones de los mismos; y  
un transportador farmacológico adecuado. 

 
2. La vacuna de la reivindicación 1, que comprende adicionalmente una segunda porción del ADN del PRRSV 
seleccionada del el grupo que consiste en al menos 21 nucleótidos contiguos de un ORF del PRRSV distinto al 10 
ORF1, al menos 21 nucleótidos contiguos del ORF1 del PRRSV, y combinaciones de los mismos. 
 
3. La vacuna de la reivindicación 1, que comprende adicionalmente un ingrediente seleccionado del grupo que 
consiste en coadyuvantes, excipientes, y combinaciones de los mismos. 
 15 
4. El uso de una primera porción de ADN del ORF1 del PRRSV, seleccionándose dicha porción del grupo que 
consiste en los ID. SEC. Nº 2 - 6, 9, y combinaciones de los mismos, para la elaboración de una composición para la 
inducción de una respuesta inmunitaria frente al PRRSV en un animal susceptible a una infección por el PRRSV, en 
el que dicha composición va a ser administrada a dicho animal. 
 20 
5. El uso de la reivindicación 4, en el que se proporciona una segunda administración de dicha composición. 
 
6. El uso de la reivindicación 5, comprendiendo adicionalmente dicha composición una segunda porción de ADN 
seleccionada del grupo que consiste en al menos 21 nucleótidos contiguos de un ORF del PRRSV distinto al ORF1, 
al menos 21 nucleótidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos. 25 
 
7. El uso de la reivindicación 5, comprendiendo adicionalmente dicha composición un ingrediente seleccionado del 
grupo que consiste en coadyuvantes, excipientes, y combinaciones de los mismos. 
 
8. Un vector que comprende al menos una porción del ADN del ORF1 del PRRSV, seleccionándose dicha porción 30 
del grupo que consiste en los ID. SEC. Nº 2 - 6, 9, y combinaciones de los mismos. 
 
9. El vector de la reivindicación 8, siendo dicho vector un plásmido. 
 
10. El vector de la reivindicación 8, comprendiendo adicionalmente dicho vector una segunda porción del ADN del 35 
PRRSV seleccionada del grupo que consiste en al menos 21 nucleótidos contiguos de un ORF del PRRSV distinto al 
ORF1, al menos 21 nucleótidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos. 
 
11. Una célula que contiene un plásmido de acuerdo con la reivindicación 9. 
 40 
12. La célula de la reivindicación 11, comprendiendo adicionalmente dicho plásmido una segunda porción del ADN 
del PRRSV seleccionada del grupo que consiste en al menos 21 nucleótidos contiguos de un ORF del PRRSV 
distinto al ORF1, al menos 21 nucleótidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos. 
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