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DESCRIPCIÓN 

Vacuna con protección cruzada para el virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino 

La presente invención se refiere a una vacuna para la prevención de viremia inducida por infección por Virus del 
Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV). Más específicamente, se refiere a una vacuna que protege 
frente a infecciones con la cepa de tipo PRRSV europeo y sus derivados, así como frente a infecciones con aislados 5 
contra los que las vacunas actualmente disponibles en el comercio, con base en la cepa de tipo europeo, no ofrecen 
una protección eficiente. La invención se refiere además a métodos para preparar dicha vacuna, y a métodos para 
proteger a cerdos frente al síndrome reproductivo y respiratorio, con el uso de esta vacuna. 

El virus del síndrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) es un miembro de la familia Arteriviridae, orden 
Nidovirales (Cavanagh, 1997; Snijder y Meulenberg, 1998), que provoca pérdidas económicas importantes a nivel 10 
mundial en la industria del cerdo (Neumann et al., 2005). La infección por PRRSV puede dar como resultado 
insuficiencia reproductora en cerdas, y está implicada en el complejo de la enfermedad respiratoria porcina (PRDC) 
(Christianson et al., 1992, 1993; Lager y Mengeling, 1995; Mengeling et al., 1994; Rossow et al., 1994; Terpstra et 
al., 1991). El genotipado permite hacer una distinción entre el genotipo europeo (EU, tipo 1) y el norteamericano 
(NA, tipo 2), que comparten alrededor de 63% de homología nucleotídica en base a la secuencia de longitud 15 
completa (Allende et al., 1999). Sin embargo, incluso dentro de los genotipos europeo, respectivamente 
norteamericano, se ha demostrado una gran cantidad de variabilidad genética. PRRSV parece evolucionar mediante 
mutagénesis al azar y sucesos de recombinación (Cho y Dee, 2006). Esta heterogeneidad plantea un obstáculo 
importante para la prevención y control eficaces de PRRSV (Meng, 2000). 

De hecho, se han desarrollado varias vacunas y están comercialmente disponibles, pero esas vacunas son 20 
solamente eficaces en el subgrupo europeo o en el norteamericano, e incluso dentro del subgrupo específico, no 
proporcionan un control sustancial de la enfermedad, especialmente frente a aislados recientes, genéticamente más 
diversos. Por lo tanto, existe la necesidad de una vacuna que pueda proteger frente a la infección con esos aislados 
que no están cubiertos totalmente por las vacunas comerciales actualmente disponibles, al menos aquellos aislados 
que pertenecen al mismo genotipo. 25 

Se han hecho intentos por producir una vacuna con base en los nuevos aislados, pero al menos en algunos casos, 
se ha dado a conocer que esas vacunas son menos eficientes frente a la exposición heteróloga que la vacuna 
comercial disponible (Diaz et al., 2006). 

Además, las presentes vacunas son vacunas normalmente vivas atenuadas. Una vacuna inactivada sería más 
segura de usar, pero las vacunas inactivadas son menos eficientes que las vacunas vivas atenuadas. A este 30 
respecto, es importante comparar la eficacia de una vacuna dentro de su propio grupo (viva atenuada o inactivada). 
Una vacuna inactivada que se acercase a la eficacia de una vacuna viva atenuada tendría ciertamente un uso 
ventajoso. 

Sorprendentemente, encontramos que una vacuna, con base en un nuevo aislado 07V-063, caracterizada por su 
secuencia genómica como se encuentra en SEQ ID Nº 1, confiere una protección eficiente frente a la exposición 35 
homóloga así como frente a la heteróloga, incluso cuando la vacuna se basa en un virus inactivado. Además, dos 
nuevos aislados de PRRSV adicionales, es decir, 08V-204 y 08V-194, caracterizados por las secuencias genómicas 
como se muestran en SEQ ID Nº 13 y SEQ ID Nº 12 respectivamente, demuestran ser buenas candidatas a 
vacunas. 

El alcance de la presente invención se define por las reivindicaciones, y cualquier realización que no caiga dentro de 40 
las reivindicaciones se proporciona solamente para información. 

Se describe una vacuna frente a PRRSV en cerdos, preferiblemente una vacuna de amplio espectro, incluso más 
preferiblemente una vacuna de amplio espectro frente a PRRSV de tipo 1, comprendiendo dicha vacuna una cepa 
de PRRSV de tipo 1 con menos de 90% de identidad a nivel del ADN con la EuroPRRSV (número de acceso 
Genbank AY366525; versión AY366525.1), o una parte funcional de dicha cepa de PRRSV, capaz de inducir una 45 
respuesta inmune anti-PRRSV. 

Una “vacuna”, como se usa aquí, se refiere a una composición que comprende la cepa de PRRSV, ácidos nucleicos 
o proteínas derivados de ella, como se describe aquí, que se administra para estimular una respuesta inmune que 
protegerá al sujeto de la enfermedad. La vacuna de la presente invención se puede usar para la inmunización 
profiláctica o terapéutica, y las vías de vacunación adecuadas incluyen, pero no se limitan a, inmunización 50 
intranasal, subcutánea e intramuscular. Las vías de vacunación adecuadas también comprenden administraciones 
de combinación (por ejemplo, administración oral/intramuscular). La vacuna se puede diseñar de manera que se 
administre en cerdos de una manera conveniente. Por ejemplo, la vacuna se puede administrar a cerdos oralmente 
a través del suministro alimentario (por ejemplo, con el pienso, leche o sustituto de la leche, y/o agua). Como 
alternativa, la vacuna se puede administrar de otra manera adecuada, incluyendo parenteralmente, 55 
intravenosamente, intramuscularmente, tópicamente, o subcutáneamente. Por supuesto, la vía de administración 
puede estar dictada, o determinada de otro modo, por la forma de la vacuna. Opcionalmente, la vacuna se 
administra con un vehículo o diluyentes farmacológicamente aceptables, conocidos en la técnica. Como se usa aquí, 
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una cepa de tipo 1 es una cepa que muestra un mayor porcentaje de identidad a nivel nucleotídico con la cepa de 
tipo europeo (EuroPRRSV) que con la cepa de tipo norteamericano (VR-2332, número de acceso GenBank U87392 
AF030244 U00153; versión U87392.3), según se mide mediante alineamiento de BLASTn (Zhang et al, 2000) para 
al menos un marco de lectura abierto, preferiblemente según se mide con base en todo el genoma. Una cepa de tipo 
2 es una cepa que muestra un mayor porcentaje de identidad a nivel nucleotídico con la cepa de tipo norteamericano 5 
que con la cepa de tipo europeo, según se mide mediante BLASTn para al menos un marco de lectura abierto, 
preferiblemente según se mide con base en todo el genoma. La identidad del 90%, como se usa aquí, se calcula 
usando un alineamiento de BLASTn (Zhang et al, 2000), usando los marcos de lectura abiertos homólogos de 
ORF3, ORF4 u ORF5 (Mardassi et al, 1995; Morozov et al., 1995), preferiblemente de ORF3, ORF4 y ORF5, más 
preferiblemente usando toda la secuencia genómica. Preferiblemente, la identidad está en un intervalo de 50%-89% 10 
con EuroPRRSV, incluso más preferiblemente entre 60%-89%, lo más preferible entre 70% y 89%. Puesto que la 
mayoría de las cepas europeas muestran un porcentaje elevado de identidad a nivel nucleotídico (Ropp et al. 2004), 
es sorprendente que se pueda usar como vacuna de amplio espectro una cepa con menor identidad genética. 

En una realización específica de la presente descripción, el genoma de la cepa de PRRSV de tipo I comprende SEQ 
ID Nº 1, o un homólogo de la misma. En una realización adicional, el genoma de la cepa de PRRSV de tipo I 15 
comprende SEQ ID Nº 13, o un homólogo de la misma. En una realización incluso adicional, el genoma de la cepa 
de PRRSV de tipo I comprende SEQ ID Nº 12, o un homólogo de la misma. 

Un homólogo, como se usa aquí, es una cepa con al menos 95% de identidad, preferiblemente al menos 96%, más 
preferiblemente al menos 97% de identidad, más preferiblemente al menos 98% de identidad, incluso más 
preferiblemente al menos 99% de identidad a nivel nucleotídico, medido usando BLASTn, usando los marcos de 20 
lectura abiertos homólogos, en particular de ORF3, ORF4 u ORF5, preferiblemente de ORF3, ORF4 y ORF5, más 
preferiblemente usando toda la secuencia genómica. En una realización particular, el genoma de dicha cepa de 
PRRSV consiste en un ácido nucleico con la secuencia como se muestra en SEQ ID Nº 1. 

En una realización específica, la vacuna como se describe aquí comprende el virus completo de origen natural, o un 
virus vivo modificado. En otra realización, dicha vacuna es una vacuna viva atenuada, o una variante de origen 25 
natural que muestra infección reducida en cerdos, tanto en el nivel como en la duración de la viremia. Los métodos 
para la atenuación son conocidos por la persona experta en la técnica, e incluyen, pero no se limitan a, el 
aislamiento de mutantes menos virulentos, posiblemente tras mutagénesis. Un virus vivo atenuado ya no provoca 
viremia ni síntomas de la enfermedad. Los síntomas de la enfermedad, como se usa aquí, son fiebre (>40ºC), 
pérdida de apetito y pérdida de actividad. En una realización adicional, dicha vacuna comprende un virus inactivado. 30 
Los métodos para la inactivación son conocidos por la persona experta en la técnica, e incluyen, pero no se limitan 
a, tratamiento con formaldehído, tratamiento con glutaraldehído, tratamiento con AT-2, desnaturalización mediante 
pH y/o temperatura, irradiación gamma, irradiación UV, y tratamiento con etilenimina binaria (BEI). Preferiblemente, 
dicho virus inactivado es un virus inactivado mediante BEI. En el documento WO2009106629 se describe un método 
preferido para la inactivación. La cepa de PRRSV de tipo I que comprende en su genoma la secuencia de ácido 35 
nucleico caracterizada por SEQ ID Nº 13 es un ejemplo de una cepa viral que puede ser parte de una vacuna como 
un virus atenuado de origen natural, o una cepa atenuada natural, que muestra infección reducida en cerdos, tanto 
en el nivel como en la duración de la viremia. Virus de origen natural significa un virus que no se ha hecho pasar 
extensamente in vitro para obtener un virus atenuado, preferiblemente se usa menos de una 10ª pasada del virus. 
Con la infección de los cerdos, la viremia de tal virus es preferiblemente menor que 10exp3/ml de suero a nivel del 40 
pico, y la duración de la viremia es preferiblemente menor que 14 días tras la inoculación. 

Una parte funcional del virus PRRSV, como se usa aquí, es una parte del virus que puede inducir inmunidad en el 
hospedante, es decir, que es capaz de inducir una respuesta inmune anti-PRRSV, es decir, una respuesta de 
anticuerpo y/o celular frente a la cepa de PRRSV como se describe aquí. Tales partes son, como ejemplo no 
limitante, una o más proteínas del virus, fragmentos proteicos o péptidos que portan al menos un epítopo capaz de 45 
inducir una respuesta inmune (protectora) frente a la infección por PRRSV, o partes del ADN viral, que codifican tal 
proteína o fragmentos proteicos o péptidos. Por lo tanto, una realización preferida de la descripción es una vacuna 
frente a PRRSV, en el que dicha vacuna comprende al menos una proteína o fragmento proteico derivado de la cepa 
07V-063, 08V-204 o 08V-194, o una variante de la misma. Preferiblemente, dicha vacuna comprende al menos una 
proteína o fragmento proteico derivado de la cepa 07V-063 o 08V-204; lo más preferible, comprende al menos una 50 
proteína de la cepa 07V-063. La cepa 07V-063 se caracteriza por su material genético, como se muestra en SEQ ID 
Nº 1 o SEQ ID Nº 11. La cepa 08V-204 se caracteriza por su material genético, que comprende la secuencia como 
se muestra en SEQ ID Nº 13. La cepa 08V-194 se caracteriza por su material genético, que comprende la secuencia 
como se muestra en SEQ ID Nº 12. Como se usa aquí, una variante es una cepa con mutaciones menores en el 
genoma, en la que dichas mutaciones pueden estar provocadas, como ejemplo no limitante, por varias pasadas en 55 
cultivo celular. Preferiblemente, dicha variante muestra al menos 95% de identidad, preferiblemente al menos 96%, 
más preferiblemente al menos 97% de identidad, más preferiblemente al menos 98% de identidad, incluso más 
preferiblemente al menos 99% de identidad a nivel nucleotídico del ácido nucleico que codifica la proteína, medido 
usando BLASTn, usando los marcos de lectura abiertos homólogos de ORF3, ORF4 u ORF5, preferiblemente de 
ORF3, ORF4 y ORF5, más preferiblemente usando toda la secuencia genómica. Preferiblemente, dicha proteína 60 
deriva de la cepa 07V-063, 08V-204 o 08V-194. Incluso más preferiblemente, dicha proteína deriva de la cepa 07V-
063 o 08V-204; lo más preferible, dicha proteína deriva de la cepa 07V-063. En otra realización, dicha vacuna 
consiste en una o más proteínas purificadas de la cepa 07V-063, 08V-204 o 08V-194, o una variante de la misma. 
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Preferiblemente, dicha proteína o proteínas derivan de la cepa 07V-063, 08V-204 o 08V-194, incluso más 
preferiblemente, dicha proteína o proteínas derivan de la cepa 07V-063 o 08V-204, lo más preferible, dicha proteína 
o proteínas derivan de la cepa 07V-063. Dicha proteína se puede aislar con base en la cepa natural, o como 
alternativa, se pueden producir usando técnicas recombinantes. En este último caso, dichas proteínas se pueden 
fusionar, ya sea química o genéticamente, a portadores para mejorar la respuesta genética. En otra realización 5 
preferida, dicha vacuna es una vacuna de ADN que comprende SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 13 o SEQ ID Nº 12, o una 
variante de la misma, o fragmentos funcionales de dicha SEQ ID o variante. Un fragmento funcional, como se usa 
aquí, es un marco de lectura abierto (ORF) que codifica uno o más determinantes antigénicos del virus. 
Preferiblemente, es uno de los ORF conocidos del virus. Preferiblemente, dicha vacuna es una vacuna de ADN que 
comprende SEQ ID Nº 1 o SEQ ID Nº 13, incluso más preferiblemente, dicha vacuna es una vacuna de ADN que 10 
comprende SEQ ID Nº 1. 

Se describe aquí una cepa de PRRSV de tipo 1 con menos de 90% de identidad a nivel del ADN con la cepa de 
EuroPRRSV (número de acceso AY366525; versión AY366525.1), o un fragmento funcional de la misma, para uso 
como un medicamento, preferiblemente para la preparación de una vacuna frente a la infección por PRRSV tipo 1 en 
cerdos. El 90% de identidad, como se usa aquí, se calcula usando un alineamiento de BLASTn (Zhang et al, 2000), 15 
usando los marcos de lectura abiertos homólogos, preferiblemente usando toda la secuencia genómica. 
Preferiblemente, la identidad está en un intervalo de 50%-89% con EuroPRRSV, incluso más preferiblemente entre 
60%-89%, lo más preferible entre 70% y 89%. Preferiblemente, el genoma de dicha cepa de PRRSV de tipo 1 
comprende SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 13 o SEQ ID Nº 12, o un homólogo de la misma. Un homólogo, como se usa 
aquí, es una cepa con al menos 95% de identidad, preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 20 
97% de identidad, más preferiblemente al menos 98% de identidad, incluso más preferiblemente al menos 99% de 
identidad a nivel nucleotídico, medido usando BLASTn, usando los marcos de lectura abiertos homólogos de ORF3, 
ORF4 u ORF5, preferiblemente de ORF3, ORF4 y ORF5, más preferiblemente con base en toda la secuencia 
genómica. Lo más preferible, el genoma de dicha cepa de PRRSV consiste en un ácido nucleico con la secuencia 
como se muestra en SEQ ID Nº 1. En una realización preferida, dicha cepa es una cepa viva atenuada. En otra 25 
realización preferida, dicha cepa es una cepa inactivada, preferiblemente una cepa inactivada mediante BEI. 

En una realización preferida, la vacuna según la invención comprende una forma inactivada completa de la cepa 
07V-063 según se deposita en la BCCM™ con el número de acceso LMBP 6660. Preferiblemente, dicha inactivación 
es una inactivación mediante BEI. El uso de la cepa 07V-063 tiene varias ventajas con respecto a la cepa usada en 
vacunas comerciales. En primer lugar, es fácil de hacer crecer, ya sea en células Marc-145, o en células PK15Sn-30 
CD163. Además, tras la vacunación, hay una protección frente a la exposición homóloga, así como frente a la 
exposición heteróloga. Es importante señalar que las vacunas comerciales no protegen frente a la infección con la 
cepa 07V-063, mientras que esta cepa, cuando se usa como vacuna inactivada segura, todavía muestra una 
protección de amplio espectro. 

En otra realización preferida, la vacuna según la invención comprende una forma naturalmente atenuada completa 35 
de la cepa 08V-204. Una ventaja particular de la cepa 08V-204 es que esta cepa, cuando se usa como vacuna 
atenuada de forma natural, da una excelente protección en experimentos de exposición heteróloga, que es incluso 
mejor que la protección obtenida con vacunas atenuadas comerciales. 

Se describe una cepa de PRRSV de tipo 1 completa con menos de 90% de identidad a nivel del ADN con la cepa de 
EuroPRRSV (número de acceso AY366525; versión AY366525.1), o un fragmento funcional de la misma, para uso 40 
en el tratamiento de infección por PRRSV, preferiblemente infección por PRRSV de tipo 1 en cerdos. El 90% de 
identidad, como se usa aquí, se calcula usando un alineamiento de BLASTn (Zhang et al, 2000), usando los marcos 
de lectura abiertos homólogos, preferiblemente usando toda la secuencia genómica. Preferiblemente, la identidad 
está en un intervalo de 50%-89% con EuroPRRSV, incluso más preferiblemente entre 60%-89%, lo más preferible 
entre 70% y 89%. Preferiblemente, el genoma de dicha cepa de PRRSV de tipo 1 comprende SEQ ID Nº 1, SEQ ID 45 
Nº 13 o SEQ ID Nº 12, o un homólogo de la misma, incluso más preferiblemente, dicho genoma comprende SEQ ID 
Nº 1 o SEQ ID Nº 13, lo más preferible, dicho genoma comprende SEQ ID Nº 1. Un homólogo, como se usa aquí, es 
una cepa con al menos 95% de identidad, preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97% de 
identidad, más preferiblemente al menos 98% de identidad, incluso más preferiblemente al menos 99% de identidad 
a nivel nucleotídico, medido usando BLASTn, usando los marcos de lectura abiertos homólogos de ORF3, ORF4 u 50 
ORF5, preferiblemente de ORF3, ORF4 y ORF5, más preferiblemente usando toda la secuencia genómica. Más 
preferiblemente, el genoma de dicha cepa de PRRSV consiste en un ácido nucleico con la secuencia como se 
muestra en SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 13 o SEQ ID Nº 12, incluso más preferiblemente, el genoma de dicha cepa de 
PRRSV consiste en un ácido nucleico con la secuencia como se muestra en SEQ ID Nº 1 o SEQ ID Nº 13, lo más 
preferible, el genoma de dicha cepa de PRRSV consiste en un ácido nucleico con la secuencia como se muestra en 55 
SEQ ID Nº 1. En una realización específica, dicha cepa es una cepa viva atenuada. En otra realización preferida, 
dicha cepa es una cepa natural o una cepa viva atenuada, preferiblemente la cepa 08V-204. En otra realización, 
dicha cepa es una cepa inactivada, preferiblemente una cepa inactivada mediante BEI, incluso más preferiblemente, 
es una cepa 07V-063 inactivada, lo más preferible es una cepa 07V-063 inactivada mediante BEI. 

Todavía otro aspecto de la descripción es un método para prevenir o reducir insuficiencia reproductiva o respiratoria 60 
en un cerdo, preferiblemente PRRSV de tipo 1, comprendiendo dicho método (a) proporcionar una vacuna frente a 
PRRSV, en el que dicha vacuna comprende al menos una proteína derivada de la cepa 07V-063, 08V-204 o 08V-
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194, preferiblemente derivada de 07V-063 o 08V-204, incluso más preferiblemente derivada de 07V-063, o una 
variante de la misma, y (b) administrar dicha vacuna a dicho cerdo. Reducir la insuficiencia reproductiva o 
respiratoria, como se usa aquí, significa que los síntomas clínicos de la enfermedad en los animales tratados son 
menos graves que en los animales no tratados. Tal reducción se puede medir, como ejemplo no limitante, como una 
reducción en la fiebre, o una reducción en la viremia. Preferiblemente, dicha proteína deriva de las cepas 07V-063, 5 
08V-204 o 08V-194, preferiblemente deriva de 07V-063 o 08V-204, incluso más preferiblemente deriva de 07V-063. 
En una realización particular, dicha vacuna es un virus atenuado natural, un virus vivo modificado, o una vacuna viva 
atenuada. En otra realización, dicha vacuna comprende un virus inactivado. Los métodos para la inactivación son 
conocidos por la persona experta en la técnica, e incluyen, pero no se limitan a, irradiación con UV y tratamiento con 
etilenimina binaria (BEI). Preferiblemente, dicho virus inactivado es un virus inactivado mediante BEI. En el 10 
documento WO2009106629 se describe un método preferido para la inactivación. En otra realización preferida, 
dicha vacuna comprende o consiste en una o más proteínas purificadas de la cepa 07V-063, 08V-204 o 08V-194, 
preferiblemente una o más proteínas de la cepa 07V-063 o 08V-204, incluso más preferiblemente una o más 
proteínas de la cepa 07V-063, o una variante de la misma. Preferiblemente, dichas proteínas derivan de la cepa 
07V-063, 08V-204, o 08V-194, preferiblemente derivan de 07V-063 o 08V-204, incluso más preferiblemente derivan 15 
de 07V-063. Dicha proteína se puede aislar con base en la cepa natural, o como alternativa, se pueden producir 
usando técnicas recombinantes. En este último caso, dichas proteínas se pueden fusionar, ya sea química o 
genéticamente, a portadores para mejorar la respuesta genética. En una realización preferida, dicha vacuna es una 
vacuna de ADN que comprende SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 13 o SEQ ID Nº 12, o una variante de la misma, o 
fragmentos funcionales de dicha SEQ ID o variante. Un fragmento funcional, como se usa aquí, es un marco de 20 
lectura abierto (ORF) que codifica uno o más determinantes antigénicos del virus. Preferiblemente, es uno de los 
ORF conocidos del virus.  

El trabajo que condujo a esta invención ha recibido financiación del Seventh Framework Programme de la 
Comunidad Europea (FP7/2007-2013) con el convenio de subvención nº 245141. 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 25 

Figura 1: Calendario del experimento de vacunación: tiempo de toma de muestra, con indicación de los 
análisis llevados a cabo en la muestra (IPMA, SN y titulación del virus) 

Figura 2: Evolución de los anticuerpos y viremia tras la vacunación con LV inactivado mediante BEI y 07V-
063 inactivado mediante BEI. Los anticuerpos específicos del virus se determinaron usando el ensayo de 
IPMA (A y B), los anticuerpos neutralizantes del virus se determinaron mediante un ensayo de SN (C y D), y 30 
la viremia se midió tras la exposición, mediante titulación del virus en macrófagos (E y F). Los valores 
individuales de cada grupo se muestran como círculos; las líneas muestran la media del grupo. Los círculos 
en negro y las líneas continuas representan los grupos vacunados, los círculos en blanco y las líneas 
discontinuas representan el control no vacunado. Las flechas indican el tiempo de vacunación (primera 
flecha: primovacunación, segunda flecha: vacunación de recuerdo), el símbolo parecido a un virus: el tiempo 35 
de exposición. La línea recta paralela al eje X indica el límite de detección. 

Figura 3: Calendario del experimento de vacunación del ejemplo 3: tiempo de toma de muestras, con 
indicación de los análisis llevados a cabo en la muestra (IPMA, SN y titulación del virus) 

Figura 4: Resultados de los ensayos de IPMA tras la vacunación con Progressis (A), Porcilis® PRRS (B), 
Ingelvac® PRRS (C) y 07V-063 inactivado mediante BEI (D). Los símbolos son como en la Figura 2. 40 

Figura 5: Resultados de los ensayos de SN tras la vacunación con Progressis (A), Porcilis® PRRS (B), 
Ingelvac® PRRS (C) y 07V-063 inactivado mediante BEI (D). Los símbolos son como en la Figura 2. 

Figura 6: Resultados de la determinación de la viremia tras la vacunación con Progressis (A), Porcilis® PRRS 
(B), Ingelvac® PRRS (C) y 07V-063 inactivado mediante BEI (D). Los símbolos son como en la Figura 2. 

Figura 7: Calendario del experimento de vacunación del ejemplo 4: tiempo de toma de muestras, con 45 
indicación de los análisis llevados a cabo en la muestra (IPMA, SN y titulación del virus) 

Figura 8: Resultados de los ensayos de IPMA tras la vacunación para el grupo de control (A), 08V-204 
inactivado mediante BEI (B), 07V-063 inactivado mediante BEI (C), vacuna de combinación inactivada 
mediante BEI (D), LV inactivado mediante BEI (E) y Porcilis® PRRS (F). Los símbolos son como en la Figura 
2. 50 

Figura 9: Resultados de los ensayos de SN tras la vacunación para el grupo de control (A), 08V-204 
inactivado mediante BEI (B), 07V-063 inactivado mediante BEI (C), vacuna de combinación inactivada 
mediante BEI (D), LV inactivado mediante BEI (E) y Porcilis® PRRS (F). Los símbolos son como en la Figura 
2. 

Figura 10: Resultados de la titulación de la viremia tras la vacunación para el grupo de control (A), 08V-204 55 
inactivado mediante BEI (B), 07V-063 inactivado mediante BEI (C), vacuna de combinación inactivada 
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mediante BEI (D), LV inactivado mediante BEI (E) y Porcilis® PRRS (F). Los símbolos son como en la Figura 
2. 

Figura 11: Secuencia de ácido nucleico de ORF2-7 para la cepa 07V-063 (SEQ ID Nº 11); el gris es el primer 
nucleótido del codón de partida, y subrayado se encuentra el último nucleótido del codón de parada 

• ORF2a(1-750) → GP2  5 

• ORF3(609-1406) → GP3  

• ORF4(1151-1702) → GP4  

• ORF5(1699-2304) → GP5  

• ORF6(2292-2813) → M  

• ORF7(2803-3189) → N  10 

Figura 12: Secuencia de ácido nucleico de ORF2-7 para la cepa 08V-194 (SEQ ID Nº 12); el gris es el primer 
nucleótido del codón de partida, y subrayado se encuentra el último nucleótido del codón de parada 

• ORF2a(1-750) → GP2 

• ORF3(609-1388) → GP3 

• ORF4(1151-1684) → GP4 15 

• ORF5(1681-2286) → GP5 

• ORF6(2274-2795) → M 

• ORF7(2785-3171) → N 

Figura 13: Secuencia de ácido nucleico de ORF2-7 para la cepa 08V-204 (SEQ ID Nº 13); el gris es el primer 
nucleótido del codón de partida, y subrayado se encuentra el último nucleótido del codón de parada 20 

• ORF2a(1-750) → GP2 

• ORF3(609-1391) → GP3 

• ORF4(1151-1690) → GP4 

• ORF5(1687-2292) → GP5 

• ORF6(2280-2802) → M 25 

• ORF7(2791-3178) → N 

Figura 14: Desarrollo de anticuerpos (según se mide mediante el título de SN; A) y el título del virus (B) para 7 
cerdos no vacunados, expuestos a la cepa 08V-194. Los números se refieren a las medidas en los cerdos 
individuales, “gem” indica la media. 

Figura 15: Desarrollo de anticuerpos (según se mide mediante el título de SN; A) y el título del virus (B), para 30 
6 cerdos, vacunados con la cepa 08V-194 inactivada que se hace crecer en células Marc, expuestos a la 
cepa 08V-194. Los números se refieren a las medidas en los cerdos individuales, “gem” indica la media. 

Figura16: Desarrollo de anticuerpos (según se mide mediante el título de SN; A) y el título del virus (B), para 6 
cerdos, vacunados con la cepa 08V-194 inactivada que se hace crecer en células PK15, expuestos a la cepa 
08V-194. Los números se refieren a las medidas en los cerdos individuales, “gem” indica la media. 35 

Figura 17: Desarrollo de anticuerpos (según se mide mediante el título de SN; A) y el título del virus (B), para 
6 cerdos, vacunados con la cepa 07V-063 inactivada que se hace crecer en células Marc, expuestos a la 
cepa 08V-194. Los números se refieren a las medidas en los cerdos individuales, “gem” indica la media. 

Figura 18: Desarrollo de anticuerpos (según se mide mediante el título de SN; A) y el título del virus (B), para 
6 cerdos, vacunados con la cepa 07V-063 inactivada que se hace crecer en células PK15, expuestos a la 40 
cepa 08V-194. Los números se refieren a las medidas en los cerdos individuales, “gem” indica la media. 

Figura 19: Desarrollo de anticuerpos (según se mide mediante el título de SN; A) y el título del virus (B), para 
6 cerdos, vacunados con la cepa 08V-204 atenuada de forma natural, que se hace crecer en células Marc, 
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expuestos a la cepa 08V-194. Los números se refieren a las medidas en los cerdos individuales, “gem” indica 
la media. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1: Aislamiento y caracterización de la cepa 07V-063 

La cepa 07V-063 del PRRSV se aisló de una cerda procedente de una granja de cerdos en la que los animales se 5 
vacunaron con una vacuna de PRRSV atenuada del virus de tipo 1 europeo. La cepa 07V-063 se aisló de tejido fetal 
y se cultivó en macrófagos de cerdo alveolares. La cepa se adaptó a células Marc-145 mediante pasadas repetidas. 
La cepa se caracterizó mediante secuenciación; en la Tabla 1 se muestra la identidad de secuencia de partes del 
genoma o del genoma total con respecto a los aislados europeo y norteamericano secuenciados. De forma similar, 
las cepas 08V-204 y 08V-194 de PRRSV se aislaron de sueros de lechones recogidos a la edad de 8 y 14 semanas 10 
respectivamente. 

Tabla 1: Resumen de un número de secuencias de PRRSV de longitud completa y porcentaje de identidad con 07V-
063 

Número de 
acc. 

Nombre Ref. citada con acceso Tamaño 
(pb) 

Tipo % de identidad del 
ADN (07V063 

como referencia) 
GQ914997 SD1-100 Zhang et al, sin publicar 15458 Tipo II 

(aislado en 
China) 

3479-4475: 68% 
7288-10128: 67% 
10595-11410: 66% 
11734-15014: 66% 

GQ857656 SX-1 Zhang et al, sin publicar 15344 Tipo II 
(aislado en 
China) 

11734-15014: 66% 

GQ359108 SD-CXA/2008 Zhu et al, sin publicar 15358 Tipo II (en 
China) 

180-718: 69% 
11734-15014: 66% 

FJ524377 VR-2332 (mutante) Han et al, 2008 15180 Tipo II 180-704: 68% 
11734-15014: 66% 

GQ351601 BJ0706 Li et al, sin publicar 15444 Tipo II (en 
China) 

180-718: 69% 
11734-15017: 66% 

EU939312 
  

Jsyx 
  

Zhao et al, sin publicar 
  

15351 
  

Tipo II (en 
China) 

180-718: 68% 
11734-15014: 66% 

EU708726 
  

JX143 
  

Lv et al, sin publicar 
  

15373 
  

Tipo II (en 
China) 

180-718: 68% 
11734-15014: 66% 

NC_001961 
  

16244B 
  

Allende et al, sin publicar 
  

15428 
  

Tipo II 
  

180-704: 66% 
11734-15014: 66% 

U87392 
  

VR-2332 
  

Murtaugh et al, 1995 
  

15411 
  

Tipo II 
  

180-704: 68% 
11734-15014: 66% 

AY150564 VR-2332 Nielsen et al, 2003 15451 Tipo II Véase U87392 
FJ536165 
  

NB/04 
  

Yun et al, sin publicar 
  

15434 
  

Tipo II 
  

180-718: 69% 
11734-15014: 66% 

AF159149 
  

MLV 
RespPRRS/Repro 

Allende et al, 2000 
  

15390 
  

Tipo II 
  

180-704: 68% 
11734-15014: 66% 

AF494042 
  

P129 
  

Calvert et al, Patente: JP 
(2000189178/A/1)-A 

15450 
  

Tipo II 
  

193-752: 68% 
11734-15014: 66% 

DQ988080 
  

Ingelvac ATP 
  

Faaberg et al, 2006 
  

15413 
  

Tipo II 
  

180-704: 68% 
11734-15014: 66% 

AF066183 
  

Vacuna respPRRS  
  

Nelsen et al, 
  

15412 
  

Tipo II 
  

180-704: 68% 
11734-15014: 66% 

EF532801 IngelvacATP Murtaugh et al, 15071 Tipo II Véase U87392 
DQ779791 
  

PrimePac 
  

Kwon et al, 2006 
  

15521 
  

Tipo II 
  

180-704: 68% 
11750-15014 : 
66% 

AY262352 HB-2(Sh)/2002 Gao et al, 2004 15398 Tipo II 
(China) 

180-704: 69% 
11750-15014: 66% 
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Número de 
acc. 

Nombre Ref. citada con acceso Tamaño 
(pb) 

Tipo % de identidad del 
ADN (07V063 

como referencia) 
FJ950747 BJSD Liu et al, 2009 15345 Tipo II 

(China) 
ND 

EU880443 GS2004 Chen, 2008 15423 Tipo II 
(China) 

ND 

EU880437 HN2007 Chen, 2008 15334 Tipo II 
(China) 

ND 

EF536000 MN30100 Murtaugh et al, 2007 15207 Tipo II ND 
GU168569 08SDWF Zhu et al, sin publicar 15345 Tipo II 

(China) 
ND 

GU067771 Amervac Chen et al, sin publicar 15098 Tipo I 1-2321: 86%; 
2379-12386: 88% 

GU047345 NMEU09-1 Chen et al, sin publicar 15068 Tipo I (aislado 
en China) 

1-2178: 83%; 
2580-10491: 84%; 
6537-15014:86% 

GU047344 BJEU06-1 Chen et al, sin publicar 15059 Tipo I (aislado 
en China) 

1-2288: 84% 
5727-15014: 87% 
2374-11298:86% 

AY366525 EuroPRRSV Ropp et al, 2004 15428 Tipo I 1-15014: 86% 
M96262 LV Meulenberg et al, 1993 15111 Tipo I 1-2321: 87% 

2379-13100: 89% 
A268843 LV Patente: WO 9221375-A 1 15108 Tipo I 11-2321: 86% 

2344-15014: 89% 
GQ461593 SHE Zhuang et al, 2008 15120 Tipo I (en 

China) 
1-2321: 85% 
2345-15014: 88% 

FJ349261 KNU-07 Nam et al, 2009 15038 Tipo I (en 
Korea) 

1-2327: 83% 
2435-15014: 85% 

DQ864705 01CB1 Amonsin et al, sin publicar 14943 Tipo I (en 
Tailandia) 

78-2321: 86% 
2345-14936: 89% 

DQ489311 SD01-08 Fang et al, 2006 15047 Tipo I 1-15014: 86% 
EU076704 Hkeu-16 Li et al, sin publicar 15074 Tipo I (en 

Hong Kong) 
1-2270: 84% 
2345-15014: 86% 

 

Ejemplo 2: Vacunación con vacuna específica de la cepa 

Inactivación viral 

Se preparó un lote de 0,1 M de BEI mediante ciclación de 2-bromoetilamina en NaOH 0,175 M durante 1 h a 37ºC, y 
se almacenó a 4ºC. 07V-063 (108 TCID50/ml), así como LV (documento WO9221375) (108 TCID50/ml), se inactivaron 5 
con etilenimina binaria (BEI) 1 mM durante 24 h a 37ºC. Después, la BEI se neutralizó mediante incubación con 
tiosulfato sódico 0,1 mM durante 2 h a 37ºC. La inactivación completa se comprobó inoculando una botella de Marc-
145 con una dosis completa de vacuna (1 ml), con lo que las células Marc-145 fueron seguidas durante dos pasadas 
a ciegas. La detección del virus infeccioso se llevó a cabo mediante inmunotinción de la nucleocápside de PRRSV. 
No se pudo detectar ningún virus infeccioso en la suspensión de virus inactivado. 10 

Vacunación 

Dos grupos de 6 lechones se vacunaron cada uno usando el virus inactivado mediante BEI; un grupo se vacunó con 
la vacuna a base de 07V-063, el otro con la vacuna a base de LV. Los lechones se vacunaron con una dosis de 108 
TCID50 en adyuvante de o/w Suvaxin. Un tercer grupo de control se trató solamente con el adyuvante. Cuatro 
semanas después de la segunda vacunación, todos los lechones se expusieron a 07V-063 infecciosa, que se hizo 15 
crecer en macrófagos SPF. La Tabla 2 da un resumen de los diferentes tratamientos. 

Tabla 2. Resumen de los diferentes tratamientos durante la vacunación. 

Grupo Nº de 
animales 

Primovacunación (T= 5 semanas) Vacunación de recuerdo (T= 9 
semanas) 

Exposición (T= 13 
semanas) 

A 6 Control de adyuvante Control de adyuvante Cepa 07V-063 
106 TCID50/ 2 ml 

B 6 07V-063 inactivado mediante BEI 07V-063 inactivado mediante BEI Cepa 07V-063 
106 TCID50/ 2 ml 
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Grupo Nº de 
animales 

Primovacunación (T= 5 semanas) Vacunación de recuerdo (T= 9 
semanas) 

Exposición (T= 13 
semanas) 

C 6 LV inactivado mediante BEI LV inactivado mediante BEI Cepa 07V-063 
106 TCID50/ 2 ml 

 

Resultados 

En todas las muestras de suero, la cantidad total de anticuerpos específicos del virus se determinó con el ensayo de 
IPMA, y la cantidad de anticuerpos neutralizantes del virus se determinó con el ensayo de SN. A medida que se llevó 
a cabo la exposición usando la cepa 07V-063, se detectaron anticuerpos frente a esta cepa. La cantidad de virus 5 
infeccioso en el suero se detectó mediante titulación del virus en macrófagos. En ninguno de los animales se pudo 
detectar el virus una semana después de la primovacunación y la vacunación de recuerdo, indicando que no se 
indujo ninguna viremia por la vacunación. 

En el grupo de control no vacunado, no se detectaron anticuerpos específicos del virus antes de la exposición 
(Figura 2A y B). 7 días después de la exposición, se pudieron detectar anticuerpos en todos los animales del grupo 10 
de control no vacunado. En el grupo vacunado con LV inactivado mediante BEI, se pudieron detectar antígenos 
específicos del virus frente a 07V-063 a partir de dos semanas tras la primovacunación; tras las vacunaciones de 
recuerdo, todos los animales puntuaron positivamente. 7 días tras la exposición, el título de anticuerpos en este 
grupo puntuó de forma significativamente mayor que en el grupo de control no vacunado. En el grupo de 07V-063 
inactivado mediante BEI, en algunos animales, ya se pudieron detectar anticuerpos tres semanas tras la 15 
primovacunación; todos los animales de este grupo puntuaron positivamente tras la vacunación de recuerdo. 10 días 
tras la exposición, el título de anticuerpos en este grupo puntuó de forma significativamente mayor que en el grupo 
de control no vacunado (Figura 1A y B). 

No se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus en el grupo de control no vacunado hasta 5 semanas 
tras la exposición. Incluso 6 semanas después de la exposición, no todos los animales de este grupo puntuaron 20 
positivamente. (Figura 2, B y C). En el grupo vacunado con el LV inactivado mediante BEI, ya se pudieron detectar 
anticuerpos neutralizantes del virus frente a 07V-063 tras la vacunación de recuerdo. Los títulos de los anticuerpos 
disminuyeron tras la exposición, pero aumentaron nuevamente 10 días tras la infección. Algunos animales puntuaron 
negativamente para los anticuerpos neutralizantes del virus en el período entre una semana antes de la exposición y 
10 días después de la exposición, pero tras esos 10 días, se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus 25 
en todos los animales. En un animal, solamente se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus 4 semanas 
después de la exposición. El título de los anticuerpos neutralizantes del virus fue significativamente mayor que para 
el grupo de control. 

En el grupo vacunado con el 07V-063 inactivado mediante BEI, ya se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes 
del virus frente a 07V-063 tras la vacunación de recuerdo. Los títulos de los anticuerpos disminuyeron tras la 30 
exposición, pero aumentaron nuevamente 10 días tras la infección. Algunos animales puntuaron negativamente para 
los anticuerpos neutralizantes del virus en el período entre dos semanas antes de la exposición y 10 días tras la 
exposición, pero tras esos 10 días, se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus en todos los animales. 
El título de los anticuerpos neutralizantes del virus fue significativamente mayor que para el grupo de control. 

En el grupo de control no vacunado, la viremia se detectó un día después de la exposición, para 3/6 cerdos con una 35 
media máxima después de 10 días. 4 semanas tras la exposición, todos los animales de los grupos de control 
puntuaron nuevamente de forma negativa. En el grupo vacunado con LV inactivado mediante BEI, todos los 
animales mostraron viremia, con un pico en el día 7, y el título medio del virus no fue significativamente menor que el 
grupo de control. 4 semanas tras la exposición, todos los animales de los grupos puntuaron nuevamente de forma 
negativa. En el grupo vacunado con 07V-063 inactivado mediante BEI, todos los animales mostraron viremia, pero el 40 
pico apareció más pronto (día 5) y fue más pequeño. 10 días después de la exposición, todos los animales ya eran 
negativos al virus, pero un animal mostró un título del virus positivo en el día 21 tras la exposición. Los resultados se 
resumen en la Figura 2, D y E. Los resultados demuestran que la vacuna a base de 07V-063 da una mejor 
protección frente a una exposición homóloga que la vacuna a base de LV. 

Ejemplo 3: Vacunación con una vacuna específica del virus en comparación con vacunas comerciales 45 

Diseño experimental 

En el experimento se usaron 5 grupos de 6 lechones, que proceden de una granja negativa a PRRSV. A la edad de 
7 semanas, dos grupos de 6 cerdos se vacunaron intramuscularmente en el cuello, respectivamente con la vacuna 
atenuada de tipo americano (Ingelvac® PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, 104 TCID50/2 ml) y la vacuna atenuada 
de tipo europeo (Porcilis® PRRS, Intervet, 104 TCID50/2 ml). Dos grupos de 6 cerdos se vacunaron a las 5 semanas 50 
(primovacunación) y 9 semanas (vacunación de recuerdo), un grupo con la vacuna de 07V-063 inactivada mediante 
BEI (108 TCID50 /2 ml), y el otro grupo con la vacuna inactivada comercial (PROGRESSIS, Merial, cepa P120, 
mínimo 2,5 unidades de log IF). Un grupo de control de 6 lechones recibió solamente RPMI en adyuvante de 
Suvaxyn. Todos los cerdos se expusieron intranasalmente, 4 semanas tras la vacunación de recuerdo con 07V-063 
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infecciosa (106 TCID50) suspendida en disolución salina amortiguada con fosfato (1 ml por fosa nasal). En la Tabla 3 
se da un resumen del calendario de vacunación; en la Figura 3 se muestra el calendario de toma de muestras. 

Resultados 

En todas las muestras séricas, la cantidad total de anticuerpos específicos del virus se determinó con el ensayo de 
IPMA, y la cantidad de anticuerpos neutralizantes del virus se determinó con el ensayo de SN. A medida que la 5 
exposición se llevó a cabo usando la cepa 07V-063, se detectaron anticuerpos frente a esta cepa. La cantidad de 
virus infeccioso en el suero se detectó mediante titulación del virus en macrófagos. No se pudo detectar el virus en 
ninguno de los animales una semana después de la primovacunación y de la vacunación de recuerdo, indicando que 
no se indujo viremia por la vacunación.  

Tabla 3. Resumen de los grupos en el experimento de vacunación 10 

Grupo Nº de 
animales 

Primovacunación (T= 5 semanas) Vacunación de recuerdo (T= 9 
semanas) 

Exposición (T= 13 
semanas) 

A 6 Control de adyuvante Control de adyuvante Cepa 07V-063 
106TCID50/ 2 ml 

B 6 07V-063 inactivado mediante BEI 07V-063 inactivado mediante BEI Cepa 07V-063 
106TCID50/ 2 ml 

C 6 PROGRESS IS (Merial) PROGRESSIS (Merial) Cepa 07V-063 
106TCID50/ 2 ml 

Grupo Nº de 
animales 

Primovacunación (T= 7 semanas) Vacunación de recuerdo Exposición (T= 13 
semanas) 

D 6 Ingelvac® PRRS MLV 
(Boehringer Ingelheim) 

/ Cepa 07V-063 
106 TCID50/ 2 ml 

E 6 Porcilis® PRRS (Intervet) / Cepa 07V-063 
106 TCID50/ 2 ml 

 

En el grupo de control no vacunado, no se detectaron anticuerpos específicos del virus antes de la exposición 
(Figura 4 A-D). 7 días tras la exposición, los anticuerpos se pudieron detectar en todos los animales del grupo de 
control no vacunado; 1 A y B). En el grupo vacunado con Progressis, solamente un animal mostró anticuerpos 
específicos del virus una semana después de la vacunación de recuerdo, y solamente tras la exposición, todos los 15 
animales puntuaron positivamente (Figura 4 A). Sin embargo, tras la exposición, el título de anticuerpos de este 
grupo no fue significativamente mayor que el título del grupo de control no vacunado. En el grupo vacunado con una 
única inyección de Porcilis® PRRS, dos semanas después de la vacunación, se pudieron detectar anticuerpos 
específicos del virus en 3 de los 6 cerdos (Figura 4B). Los anticuerpos específicos del virus se pudieron detectar 
hasta el final del experimento, y el título tras la exposición fue significativamente mayor que aquel para el grupo de 20 
control no vacunado. En el grupo vacunado con una única inyección de Inglevac® PRRS, dos semanas después de 
la vacunación, se pudieron detectar anticuerpos específicos del virus en 3 de los 6 cerdos (Figura 4C). Los 
anticuerpos específicos del virus se pudieron detectar hasta el final del experimento, pero 10 días después de la 
exposición, el título ya no fue significativamente mayor que para el grupo de control no vacunado. En el grupo 
vacunado con 07V-063 inactivado mediante BEI, para un número de animales, ya se pudieron detectar anticuerpos 25 
específicos del virus tres semanas después de la primovacunación; tras la vacunación de recuerdo, todos los 
animales de este grupo puntuaron positivamente. A partir de 10 días tras la exposición, el título de anticuerpos en 
este grupo fue significativamente mayor que para el grupo de control no vacunado (Figura 4 D). 

En el grupo no vacunado, solamente se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus 5 semanas tras la 
exposición, e incluso 6 semanas tras la exposición, no todos los animales puntuaron positivamente (Figura 5, A-D). 30 
Los grupos vacunados con Progressis (dos inyecciones), Porcilis® PRRS (una única inyección) e Inglevac® PRRS 
(una única inyección) mostraron una evolución similar con respecto al grupo de control no vacunado, con la 
excepción del grupo vacunado con Porcilis®, en el que se observó un incremento notable de anticuerpos 
neutralizantes del virus 4 semanas tras la exposición (Figura 5, A-C). En el grupo vacunado con el 07V-063 
inactivado mediante BEI, ya se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus tras la vacunación de 35 
recuerdo. El título medio de anticuerpos fue decreciendo directamente tras la exposición, pero aumentó nuevamente 
10 días tras la exposición (Figura 5 D). Algunos animales puntuaron negativamente para anticuerpos neutralizantes 
del virus en el período desde las 2 semanas antes de la exposición hasta 10 días después de la exposición, pero 
tras 10 días, todos los animales puntuaron positivamente. El título de anticuerpos neutralizantes del virus fue 
significativamente mayor, en comparación con el control no vacunado, así como en comparación con los otros 40 
grupos. 
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En el grupo no vacunado, se detectó viremia desde el día 1 tras la exposición (3 cerdos de 6), y un pico de viremia, 
de media, tras 10 días después de la exposición. 4 semanas tras la exposición, todos los animales puntuaron 
nuevamente de forma negativa (Figura 6, A-D). En el grupo vacunado con Progressis, se detectó viremia en todos 
los animales, con un pico alrededor de 10-14 días tras la exposición; el valor medio de la viremia no se redujo en 
comparación con el grupo de control. 5 semanas tras la exposición, todos los animales de este grupo puntuaron de 5 
nuevo negativamente (Figura 6, A). Los dos grupos vacunados con las vacunas de PRRS comerciales mostraron 
una reducción parcial en la viremia, con un pico medio en el día 5 tras la exposición (Figura 6, B y C). Solamente 5 
semanas tras la exposición, todos los animales de estos grupos fueron consistentemente negativos al virus. En el 
grupo vacunado con el 07V-063 inactivado mediante BEI, todos los animales mostraron cierta viremia (pico medio 
pequeño en el día 5 tras la exposición), pero 10 días tras la exposición, todos los animales de este grupo fueron 10 
negativos al virus (Figura 6 D). 

Este experimento demuestra que el 07V-063 inactivado mediante BEI da una mejor protección frente a un reto 
homólogo que las vacunas comerciales ensayadas. 

Ejemplo 4: Vacuna de PRRSV inactivada mediante BEI homóloga frente a heteróloga 

Cepas 15 

El aislamiento de la cepa 07V-063 se describe en el ejemplo 1. La cepa 08V-204 de PRRSV se aisló de una cerda 
que procede de una granja de cerdos en la que los animales se vacunaron con una vacuna de PRRSV atenuada del 
virus de tipo 1 europeo. La cepa 08V-204 se aisló de sueros de lechones de 4 semanas, y se cultivó en macrófagos 
alveolares de cerdo. La cepa se adaptó a células Marc-145 mediante pasadas repetidas. La cepa se caracterizó 
mediante secuenciación, y es claramente diferente tanto de la cepa 07V-063 como de la cepa LV. 20 

Crecimiento del virus, purificación, y producción de la vacuna 

Las cepas 07V-063, 08V-204 y LV de PRRSV se hicieron crecer en células MARC-145, cuando se usaron para la 
producción de vacunas. El virus se purificó mediante ultracentrifugación. La cepa 08V-204 de PRRSV se hizo crecer 
en macrófagos SPF cuando se usó para la exposición. 

La producción de vacuna se llevó a cabo como se describe en el ejemplo 2. 25 

Diseño experimental 

4 grupos de 6 lechones se vacunaron dos veces usando una vacuna de PRRSV inactivada mediante BEI. Un grupo 
se vacunó con LV inactivado mediante BEI, un grupo con 07V-063 inactivado mediante BEI, un grupo con 08V-204 
inactivado mediante BEI, y uno con una vacuna de combinación inactivada mediante BEI, que consiste en 
cantidades iguales de 08V-204 y 07V-063. Un quinto grupo solamente se inyectó con adyuvante y se usó como 30 
grupo de control. El último grupo se vacunó una vez usando la vacuna atenuada europea comercial (Porcilis® 
PRRSV, Intervet). 4 semanas tras la vacunación de recuerdo, todos los lechones se expusieron a 08V-204 
infecciosa. El calendario de vacunación se resume en la Tabla 4. 

A diferentes etapas de tiempo, se tomaron muestras de sangre para la determinación de anticuerpos específicos del 
virus (ensayo de IPMA), anticuerpos neutralizantes del virus (ensayo de SN), y de la viremia (titulación del virus en 35 
macrófagos. La Figura 7 da un resumen esquemático de la toma de muestras 

Resultados 

En todas las muestras de suero, la cantidad total de anticuerpos específicos del virus se determinó usando el ensayo 
de IPMA, y la cantidad de anticuerpos neutralizantes del virus usando el ensayo de SN. Debido al hecho de que la 
exposición se llevó a cabo con la cepa 08V-204, se detectaron específicamente anticuerpos frente a esta cepa. A 40 
diferentes etapas de tiempo tras la exposición, se determinó la cantidad de virus infeccioso usando titulación del 
virus en macrófagos. 1 semana tras la primovacunación y la vacunación de recuerdo, se llevó a cabo la titulación del 
virus, que muestra que en ninguno de los animales se indujo viremia por la vacunación. Solamente en un animal del 
grupo de Porcilis® se pudo detectar virus dos semanas después de la vacunación. Los resultados de los anticuerpos 
específicos del virus se muestran en la Figura 8, los de los anticuerpos neutralizantes del virus en la figura 9, y la 45 
evolución de la viremia se muestra en la figura 10. 

Tabla 4: Calendario de vacunación del ejemplo 4 

Grupo Nº de animales Vacuna Aplicación 

A 7 Control de adyuvante 2X, 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 semanas) 

B 6 LV inactivado 2X, 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 semanas) 

C 6 07V-063 inactivado 2X, 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 semanas) 
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Grupo Nº de animales Vacuna Aplicación 

D 6 08V-204 inactivado 2X, 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 semanas) 

E 6 Vacuna de combinación 
08V-204 / 07V-063 

2X, 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 semanas) 

F 6 Porcilis® PRRS (Intervet) 1X, 6 semanas antes de la exposición (edad: 7 
semanas) 

 

En el grupo de control no vacunado, no se pudieron detectar anticuerpos específicos frente a 08V-204 antes de la 
exposición. En el día 7 tras la exposición, se pudieron detectar anticuerpos de IPMA en 6 de 7 animales. En el grupo 
vacunado con una única inyección de Porcilis® PRRS, se pudieron detectar anticuerpos específicos del virus en 
todos los animales, 2 semanas después de la exposición. Los anticuerpos específicos del virus siguieron siendo 5 
detectables hasta el final del ensayo; tras la exposición, el título de anticuerpos no fue significativamente mayor que 
para el grupo de control no vacunado (p<0,0001). En los grupos vacunados con las vacunas 08V-204, 07V-063, LV y 
la vacuna de combinación, inactivadas mediante BEI, ya se pudieron detectar anticuerpos específicos del virus tras 
la primovacunación. Tras la vacunación de recuerdo, todos los animales puntuaron positivamente hasta el final del 
experimento. En comparación con el grupo de control no vacunado, se encontró una diferencia significativa en el 10 
título de los anticuerpos para los cuatro grupos vacunados con vacunas inactivadas mediante BEI (Figura 8). 

En el grupo de control no vacunado, solamente se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus a partir de 6 
semanas tras la exposición, en 5 de 7 animales. El grupo vacunado con el LV inactivado mediante BEI mostró una 
evolución similar a la del grupo de control no vacunado, con lo que se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes 
del virus en 2 de 6 animales, 6 semanas después de la exposición. En el grupo vacunado con la Porcilis® PRRS 15 
(una única inyección), ya se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus 2 semanas tras la exposición. Sin 
embargo, el análisis estadístico mostró que no había ninguna diferencia significativa con el grupo de control no 
vacunado. En los grupos vacunados con 08V-204, 07V-063 y vacuna de combinación inactivados mediante BEI ya 
se pudieron detectar anticuerpos neutralizantes del virus tras la vacunación de recuerdo (significativamente diferente 
del grupo de control, P< 0,001). El título medio de anticuerpos disminuyó por debajo del límite de detección, 20 
directamente tras la exposición, pero aumentó nuevamente 10 días tras la exposición. En estos grupos se observó la 
mayor variabilidad en el título entre los animales individuales; algunos animales mostraron un título de SN muy 
elevado, mientras que en otros no se pudieron detectar anticuerpos. Los títulos de anticuerpos neutralizantes del 
virus en los grupos vacunados con 08V-204 y 07V-063 inactivados mediante BEI fueron significativamente diferentes 
en comparación con todos los otros grupos (Figura 9). 25 

Tras la exposición, se siguió la evolución de la temperatura rectal durante 14 días para todos los lechones. En todos 
los grupos, se observó desarrollo de fiebre. En el grupo de control no vacunado, se detectó viremia 3 días después 
de la exposición (en uno de 6 cerdos), con un pico medio tras 7 hasta 10 días. Dos semanas después de la 
exposición, todos los animales puntuaron nuevamente de forma negativa. Como se muestra en la Figura 10, la 
viremia en el grupo vacunado con Porcilis® PRRS es muy corta, con un pico medio en el día 7 tras la exposición. Sin 30 
embargo, el análisis estadístico demostró que no hubo ninguna diferencia significativa con el grupo de control no 
vacunado. En el grupo vacunado con LV inactivado mediante BEI, solamente en el día 7 tras la exposición se pudo 
detectar viremia en todos los animales, pero la viremia media no se redujo en comparación con el grupo de control. 
10 días tras la exposición, todos los animales de este grupo puntuaron de nuevo negativamente. En los grupos 
vacunados con 08V-204, 07V-063 y vacuna de combinación inactivados mediante BEI, no se pudo demostrar 35 
ninguna reducción en la viremia. Tres semanas tras la exposición, 1 de 6 cerdos puntuó de nuevo positivamente en 
los grupos vacunados con 08V-204 y vacunados con la vacuna de combinación. 4 semanas tras la exposición, todos 
los animales en los tres grupos puntuaron negativamente. (Figura 10) 

Ejemplo 5: Comparación de la vacuna inactivada con vacunas comerciales en cerdas inmunes a la infección 

Animales 40 

Se adquirieron veinticuatro cerdas retiradas de una granja positiva a PRRSV, en la que 07V-063 es la cepa de 
PRRSV circulante. Las cerdas se dividieron en cinco grupos (designados grupos A, B, C, D y E), y se alojaron en un 
establo según las directrices europeas. Se les administró comida y agua a voluntad. 

Vacunas 

Las vacunas de PRRSV que se usan son la cepa del virus europeo atenuada (Porcilis® PRRS, Intervet, 104 45 
TCID50/2 ml), la cepa del virus americano atenuada (Ingelvac® PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, 104,9TCID50/2 ml), 
la cepa del virus europeo inactivada (PROGRESSIS, Merial, cepa P120; min 2,5 unidades de log IF), y la vacuna 
inactivada con base en la cepa 07V-063 del PRRSV. 

Vacunación 
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Una semana después de la llegada, las cerdas de los grupos B, C, D y E (cada grupo, n = 5 cerdas) se vacunaron 
intramuscularmente en el cuello respectivamente con la autovacuna desarrollada experimentalmente, la cepa del 
virus atenuado europeo. Las cerdas del grupo A (n = 4 cerdas) se mantienen sin vacunar, y servirán como cerdos de 
control. 

Grupo Nº de cerdas Vacunación 
A 4 Control de adyuvante 
B 5 Título del PRRSV inactivado: 108 TCID50/ 2 ml 
C 5 Porcilis® PRRS, Intervet 
D 5 Ingelvac® PRRS MLV, Boehringer Ingelheim 
E 5 PROGRESSIS, Merial 

 5 

Observaciones clínicas y toma de muestras 

Tras la vacunación, las cerdas se monitorizaron clínicamente mediante inspección visual. El lugar de la vacunación 
se examina en busca de inflamación local. Se toman muestras de sangre mediante venipunción yugular a las 0, 1, 2 
y 3 semanas tras la vacunación. 

Determinación de los títulos de anticuerpos: ensayo de IPMA 10 

Los IPMA con células MARC-145 se establecen para determinar los anticuerpos específicos del PRRSV. Se 
siembran células MARC-145 en placas de cultivo celular de 96 pocillos, se inoculan con 50 µl de un aislado de 
PRRSV europeo (07V-063), y se incuban durante 18 h (37ºC, 5% de CO2). Después, el medio de cultivo se elimina, 
y las células se lavan en PBS y se secan a 37ºC durante 1 h. Las placas se mantienen a -70ºC. Las placas se 
descongelan, y después se fijan en paraformaldehído al 4% durante 10 min. Se elimina el paraformaldehído; las 15 
células se lavan dos veces con PBS. Se añaden diluciones de cuatro veces en serie de los sueros. Los sueros se 
incubarán durante 1 h a 37ºC. Las placas se lavan tres veces con PBS, y se añaden 50 µl de anticuerpo secundario 
de conejo anti-cerdos 1/250 por pocillo, y se incuban a 37ºC durante 1 h. Las placas se lavan tres veces, y se 
añaden a cada pocillo 50 µl de una disolución de sustrato (250 µl de AEC, 5 ml de amortiguador de acetato, y 4 µl de 
H2O2 (30%)), seguido de la incubación a temperatura ambiente durante 20 min. Después, la reacción se bloquea 20 
sustituyendo el sustrato por amortiguador de acetato (100 µl/pocillo), y los resultados se determinan mediante 
examen con un microscopio. 

Determinación de títulos de anticuerpos neutralizantes: ensayo de SN 

Las muestras de suero se inactivan por calor a 56ºC durante 30 minutos y se diluyen en serie dos veces, 
comenzando a una dilución 1:2. El diluyente es medio esencial mínimo, que contiene 0,5% de gentamicina, 1% de 25 
glutamina, 1% de P/S y 5% de FCS. A cada dilución, se añadirán 100 TCID50/50 µl de PRRSV (07V-063). Tras el 
mezclamiento, las placas se incuban a 37ºC durante 1 h, y se colocan 50 µl de la mezcla en monocapa confluente 
de células MARC-145 en placas de 96 pocillos. Las células se propagan en el mismo medio usado para diluir los 
sueros. Las células se observan 7 días tras la inoculación, y el título de neutralización de los sueros se registra como 
la inversa de la dilución más elevada en la que no se observa efecto citopático. 30 

En todos los ensayos, la vacuna inactivada, con base en la cepa 07V-063 de PRRSV, puntúa significativamente 
mejor que las vacunas comerciales. 

Ejemplo 6: Comparación de vacuna que se hace crecer en diferentes células en una exposición homóloga 

Para comparar si una vacuna con base en la cepa 07V-063 que se hace crecer en células PK-15Sn-CD163 da los 
mismos buenos resultados que la vacuna con base en la cepa 07V-063 que se hace crecer en células MARC frente 35 
a una exposición homóloga con esta cepa, se montó el siguiente experimento:  

Animales 

Se adquirieron dieciocho cerdos de una granja seronegativa a PRRSV, a la edad de 4 semanas. Los cerdos se 
dividieron en tres grupos (designados grupos A, B y C), y se alojaron en un establo de aislamiento con una lámpara 
de infrarrojos. Se tomó sangre mediante venipunción yugular en el momento de la llegada, para controlar si los 40 
lechones eran negativos a PRRSV por medio de un ensayo de IPMA. Se les dio comida y agua a voluntad. 

Vacunas y virus de exposición 

Las vacunas de PRRSV que se usaron son dos vacunas inactivadas desarrolladas experimentalmente en nuestro 
laboratorio de Virología, una basada en la cepa de exposición que se hace crecer en células Marc, y una basada en 
la cepa de exposición que se hace crecer en células PK-15Sn-CD163. Se usó, a una concentración de 106 TCID50/2 ml, 45 
un lote de segunda pasada de este aislado de PRRSV europeo (07V-063) obtenido en macrófagos SPF. El virus de 
exposición se obtuvo de cerdos mortinatos de una epidemia en una piara de cerdos vacunados (Porcilis® PRRS, 
Intervet). 
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Vacunación e inoculación 

El grupo A (n = 6 cerdos), B (n = 6 cerdos) y C (n = 6 cerdos) se vacunaron dos veces, a las 5 y 9 semanas de edad, 
respectivamente con una autovacuna inactivada desarrollada experimentalmente, con base en un nuevo 
procedimiento en nuestro laboratorio de Virología y la cepa del virus inactivado comercial. Los cerdos del grupo A (n 
= 6 cerdos) se mantuvieron sin vacunar, y sirvieron como cerdos de control. 5 

Dieciocho cerdos se inocularon intranasalmente ocho semanas tras la primovacunación con 106 TCID50 del virus del 
aislado europeo (07V-063) en 2 ml de disolución salina amortiguada con fosfato (PBS) (1ml en cada fosa nasal). 

En todos los casos, no se pudo detectar ninguna diferencia entre la vacuna que se hizo crecer en células Marc-145 y 
la vacuna que se hace crecer en células PK-15Sn-CD163. Además, se obtiene una buena protección frente a la 
exposición homóloga. 10 

Grupo Cerdos Vacuna Forma de administración 

A 6 Control de adyuvante 2X con 4 semanas entre medias (edad: 5 y 
9 semanas) 

B 6 07V-063 inactivado que se hace crecer en 
células MARC 

2X con 4 semanas entre medias (edad: 5 y 
9 semanas) 

C 6 07V-063 inactivado que se hace crecer en PK1 
5Sn-CD163 

2X con 4 semanas entre medias (edad: 5 y 
9 semanas) 

 

Ejemplo 7: Comparación de vacuna que se hace crecer en diferentes células en una exposición heteróloga 

Para comparar si una vacuna con base en la cepa 07V-063 o en la cepa 08V194 (que se hacen crecer en células 
PK-15Sn-CD163 y que se hacen crecer en células MARC) da los mismos buenos resultados frente a una exposición 
heteróloga como en la situación homóloga con la cepa 07V-063, se montó el siguiente experimento: 15 

Animales 

Se adquirieron treinta y un cerdos de una granja seronegativa a PRRSV, a la edad de 4 semanas. Los cerdos se 
dividieron en siete grupos (designados grupos A, B, C, D, y E) y se alojaron en un establo de aislamiento con una 
lámpara de infrarrojos. Se tomó sangre mediante venipunción yugular en el momento de la llegada, para controlar si 
los lechones son negativos a PRRSV por medio de un ensayo de IPMA. Se les dio alimento y agua a voluntad. 20 

Vacunas y virus de exposición 

Las vacunas de PRRSV que se usaron fueron cuatro vacunas inactivadas desarrolladas experimentalmente en 
nuestro laboratorio de Virología, dos con base en la cepa de exposición (08V-194), una que se hace crecer en 
células Marc y una que se hace crecer en células PK-15Sn-CD163, y dos con base en la cepa heteróloga (07V-063), 
una que se hace crecer en células Marc y una que se hace crecer en células PK-15Sn-CD163. 25 

Se usó un lote de segunda pasada del aislado de PRRSV europeo (08V-194) obtenido en macrófagos 
convencionales, a una concentración de 106 TCID50/2 ml. El virus de exposición se obtuvo de suero de un cerdo de 
14 semanas de una granja con epidemias relacionadas con el PRRSV en la piara de cerdos. 

Vacunación e inoculación 

Cuatro grupos (cada grupo, n = 6 cerdos) se vacunaron dos veces, a la edad de 5 y 9 semanas. Un grupo (n = 6 30 
cerdos) se vacunó a las 7 semanas de edad (vacuna atenuada). Los cerdos del grupo A (n = 7 cerdos) se 
mantuvieron sin vacunar, y sirvieron como cerdos de control. Cuarenta y dos cerdos se inocularon intranasalmente 
ocho o seis semanas tras la (primo)vacunación con 106 TCID50 del virus del aislado europeo (08V-194) en 2 ml de 
disolución salina amortiguada con fosfato (PBS) (1 ml en cada fosa nasal). 

Grupo Cerdos Vacuna Forma de administración 

A 7 Control de adyuvante 2X con 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 
semanas) 

B 6 08V-194 inactivado que se hace crecer en 
células MARC 

2X con 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 
semanas) 

C 6 08V-194 inactivado que se hace crecer en 2X con 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 
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Grupo Cerdos Vacuna Forma de administración 

PK15Sn-CD163 semanas) 

D 6 07V-063 inactivado que se hace crecer en 
células Marc 

2X con 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 
semanas) 

E 6 07V-063 inactivado que se hace crecer en 
PK15Sn-CD163 

2X con 4 semanas entre medias (edad: 5 y 9 
semanas) 

 

No se encontró ninguna diferencia significativa entre la vacuna que se hace crecer en células Marc-145 y la vacuna 
que se hace crecer en células PK-15Sn-CD163. Además, al usar una vacuna con base en 07V-063, se obtuvo una 
buena protección frente a una exposición heteróloga por 08V-194. Los resultados se resumen en las figuras 14-18. 

Ejemplo 8: Eficacia de una cepa de PRRSV atenuada de forma natural usada como vacuna 5 

Para investigar si una vacuna con base en la cepa 08V-204 (que se hace crecer en células MARC o en células PK-
15Sn-CD163) proporciona protección suficiente frente a una exposición heteróloga, se montó el siguiente experimento: 

Animales 

Se adquirieron doce cerdos de una granja seronegativa para PRRSV, a la edad de 4 semanas. Los cerdos se 
dividieron en dos grupos (denominados grupos A y B, cada grupo n = 6), y se alojaron en un establo de aislamiento 10 
con una lámpara de infrarrojos. Se tomó sangre mediante venipunción yugular en el momento de la llegada, para 
controlar si los lechones eran negativos a PRRSV por medio de un ensayo de IPMA. Se les dio comida y agua a 
voluntad. 

Vacunas y virus de exposición 

La vacuna de PRRSV que se usó es la cepa de PRRSV atenuada de forma natural 08V204, que se hace crecer en 15 
células Marc. Como virus de exposición, se usó un lote de segunda pasada del aislado de PRRSV europeo (08V-
194) obtenido en macrófagos SPF, a una concentración de 106 TCID50/2 ml. 

Vacunación e inoculación 

Un grupo se vacunó una vez, a la edad de 5 semanas, mediante inyección intramuscular de 2 ml de suspensión de 
virus 08V-204 (105 TCID50/ml) diluida en disolución salina amortiguada con fosfato (PBS). Un grupo se mantuvo sin 20 
vacunar, y sirve como cerdos de control. Todos los cerdos se inocularon intranasalmente ocho o seis semanas tras 
la (primo)vacunación, con 106 TCID50 del virus del aislado europeo (08V-194) en 2 ml de disolución salina 
amortiguada con fosfato (PBS) (1 ml en cada fosa nasal). 

Usando una vacuna viva atenuada de forma natural, 08V-204, se obtuvo una buena protección frente a una 
exposición heteróloga por 08V-194. Los resultados se resumen en la figura 19: la protección, según se mide 25 
mediante el título del virus, es mejor que la protección obtenida con una vacuna comercial (Porcilis). 

Ejemplo 9: Evaluación in vitro de la protección cruzada inducida por 07V-063 de PRRSV inactivado en 
comparación con LV de PRRSV inactivado 

Para comparar la protección cruzada inducida por 07V-063 de PRRSV en comparación con LV de PRRSV, se usó 
suero procedente de cerdos vacunados dos veces y expuestos (de forma homóloga) a los virus respectivos, para un 30 
ensayo de neutralización de virus in vitro. 

La inactivación del virus, la vacunación y la exposición se realizaron como se describió en el ejemplo 2. 

La detección de anticuerpos neutralizantes se realizó usando diferentes aislados de PRRSV como diana para la 
detección de anticuerpos neutralizantes, tanto con el virus usado para la vacunación como con los otros virus 
heterólogos. 35 

El suero procedente de cerdos vacunados con el 07V-063 inactivado mediante BEI tuvo claramente anticuerpos 
neutralizantes frente a todos los aislados de PRRSV ensayados, tanto contra la cepa 07V-063 (virus usado para la 
vacunación) como contra otros virus heterólogos. Por el contrario, la vacunación con LV indujo solamente niveles 
claros de anticuerpos neutralizantes contra sí mismo, y solamente se detectaron niveles bajos de anticuerpos 
neutralizantes frente a otros virus. Los virus usados para los ensayos de neutralización son las cepas EU (tipo I), 40 
LENA W8 es una cepa europea del este subtipo 3. 

  Lectura del título de SN obtenido tras 7 días 
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  Lectura del título de SN obtenido tras 7 días 

  resultados expresados en log2 

Cepa de PRRSV usada para la detección de 
anticuerpos neutralizantes 

07V-063 08V-204 08V-120 08V-194 LENA W8 LV 

Suero 4 semanas después de la segunda 
vacunación con 07V-063 

4,1 6,1 5,2 5,2 5,5 3,5 

Suero 4 semanas después de la segunda 
vacunación con LV 

3,9 5,4 4,7 5,1 5,4 3,9 

        

dos vacunaciones con 07V-063 + 07V-063 de 
exposición (suero 10 d tras la exposición) 

4,8 6,1 6,3 3,3 5 2,3 

dos vacunaciones con LV + LV de exposición 
(suero 10 d tras la exposición) 

1,6 1,6 2 1,6 1,6 5,6 

 

Ejemplo 10: Uso de una vacuna inactivada para reforzar la inmunidad humoral de cerdas, en comparación 
con vacunas comerciales 

Montaje experimental 

Los aislados 07V063, 08V194 y 08V204 usados en este estudio se originaron de granjas no relacionadas que 5 
muestran signos clínicos compatibles con PRRS en cerdas o en cerdos en crecimiento. En el momento de la toma 
de muestras, cerdas de las tres piaras se vacunaron con la vacuna atenuada de genotipo EU (Porcilis® PRRS). A 
partir de cada cepa específica de la granja (07V063, 08V194 y 08V204) se obtuvieron vacunas inactivadas según el 
método descrito por Delrue et al. (2009). Se incluyeron en el experimento veinticinco cerdas, procedentes de cada 
granja positiva a PRRSV, y se transportaron a las instalaciones para animales del Laboratorio de Virología de la 10 
Universidad de Gante. El diseño experimental fue como sigue: un primer grupo (n = 5 cerdas) fue un grupo de 
control vacunado ficticiamente, que recibió 1 ml de RPMI en 1 ml de Suvaxyn o/w. El grupo 2 (n = 5 cerdas) se 
vacunó con 1 ml de virus específico de la granja que se hace crecer en Marc inactivado mediante BEI (108 TCID50) 
en 1 ml de Suvaxyn o/w. El grupo 3 (n = 5 cerdas) recibió 2 ml de una vacuna de PRRSV inactivada de tipo europeo 
comercial (Progressis®, Merial, cepa P120: min 2,5 unidades de log IF). Los grupos 4 y 5 se vacunaron con la 15 
vacuna atenuada de tipo europeo (Porcilis® PRRS, Intervet, 104 TCID50/2 ml) y la vacuna atenuada de tipo 
americano (Ingelvac® PRRS MLV, Boehringer Ingelheim, 104,9 TCID50/2 ml), respectivamente. Todas las 
vacunaciones en todos los grupos se administraron una vez (una única inyección), una semana después de la 
llegada. Todas las cerdas se monitorizaron clínicamente. Se tomó sangre a las 0, 1, 2 y 3 semanas tras la 
vacunación, para la determinación tanto de IPMA como de los anticuerpos neutralizantes del virus. Se detectaron 20 
anticuerpos contra la cepa de PRRSV, que se origina de la granja de la que proceden las cerdas. Las muestras de 
suero recogidas tras la vacunación se examinaron para determinar el virus de la vacuna mediante titulación en 
células Marc-145 y macrófagos alveolares pulmonares. 

Resultados 

Todas las cerdas siguieron teniendo buena salud y condición después de que se vacunaron, y no se observaron 25 
reacciones locales o generales. No se aisló PRRSV de ninguna de las muestras. En los tres montajes, la vacuna 
inactivada específica de la cepa fue la única vacuna que indujo tanto una respuesta de anticuerpos específicos del 
virus como una fuerte respuesta de anticuerpos neutralizantes tras la vacunación de refuerzo, en comparación con 
las vacunas comerciales, tanto inactivada como atenuada (tipo europeo y americano). La eficacia de las vacunas de 
PRRS comercialmente atenuadas e inactivadas dependió del aislado del virus circulante. 30 

Depósito seguro 

El siguiente depósito seguro se ha realizado el 8 de enero de 2010 en la Belgian Coordinated Collections of 
Microorganisms (BCCM™): 

PK-15Sn-CD163: número de acceso LMBP7117CB, número SD: SD10-01 

Depósitos bajo el tratado de Budapest: 35 

Los siguientes depósitos bajo el tratado de Budapest se han realizado el 1 de abril de 2010 en la Belgian 
Coordinated Collections of Microorganisms (BCCM™): 

E11714556
14-08-2019ES 2 742 262 T3

 



17 

07V063: número de acceso LMBP 6660 (IDA10-04) 

08V194: número de acceso LMBP 6661 (IDA10-05) 

08V204: número de acceso LMBP 6662 (IDA10-06) 
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REIVINDICACIONES 

1. Una vacuna contra PRRSV, comprendiendo dicha vacuna una cepa completa del PRRSV de tipo 1 inactivada o 
atenuada, en la que el genoma de dicha cepa del PRRSV de tipo 1 comprende SEQ ID Nº1, SEQ ID Nº12, o SEQ ID 
Nº13, o una secuencia que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID Nº 1; y en la que dicha 
vacuna es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos contra dicha cepa del PRRSV.  5 

2. La vacuna contra el PRRSV según la reivindicación 1, comprendiendo dicha vacuna una cepa de tipo 1 que 
comprende la SEQ ID Nº1. 

3. La vacuna contra el PRRSV según la reivindicaciones 1 o 2, comprendiendo dicha vacuna una cepa 07V-063 
según se deposita en la BCCM™ con el número de acceso LMBP 6660. 

4. La vacuna contra el PRRSV según la reivindicación 1, comprendiendo dicha vacuna la cepa 08V-204 según se 10 
deposita en la BCCM™ con el número de acceso LMBP 6662. 

5. La vacuna contra el PRRSV según la reivindicación 1, comprendiendo dicha vacuna la cepa 08V-194 según se 
deposita en la BCCM™ con el número de acceso LMBP 6661. 

6. La vacuna contra el PRRSV según una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la cepa del PRRSV se 
hizo crecer en células Marc o en células PK-15. 15 

7. La vacuna contra el PRRSV según una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la cepa del PRRSV se 
inactiva mediante tratamiento con formaldehído, tratamiento con glutaraldehído, tratamiento con AT-2, 
desnaturalización mediante pH y/o temperatura, irradiación gamma, irradiación UV, o tratamiento con etilenimina 
binaria (BEI). 

8. La vacuna contra el PRRSV según una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende además un 20 
vehículo o diluyente farmacológicamente aceptable. 

9. La vacuna según la reivindicación 8, adecuada para la administración oral, intranasal, subcutánea o intramuscular. 

10. Una cepa completa del PRRSV de tipo 1, en la que el genoma de dicha cepa del PRRSV de tipo 1 comprende 
SEQ ID Nº1, SEQ ID Nº12, SEQ ID Nº13, o una secuencia que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con 
SEQ ID Nº 1; y en la que dicha cepa es capaz de inducir una respuesta de anticuerpos contra dicha cepa del 25 
PRRSV.  

11. Una cepa completa del PRRSV de tipo 1 según la reivindicación 10, para uso como un medicamento. 

12. Una cepa completa del PRRSV de tipo 1 según la reivindicación 10, para uso en la prevención o tratamiento de 
infección por PRRSV en cerdos. 

30 
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