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Abstract

The porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) constitutes one of the most serious problems of the pig industry
in the world. It affects pigs of all ages and causes reproductive and respiratory disorders that create great economic losses. These
increase due to the rapid spread of the disease and the inefficiency of the commercial vaccines. Modified live and killed vaccines
are the two types of commercial vaccines currently available on the market for American and European strains. Although these
vaccines can reduce disease symptoms and viremia, they do not prevent infection in any way and cross-presentation is variable
against heterologous virus. Furthermore, it has been reported that the vaccine’s virus can spread to other susceptible animals.
For these reason, many studies focused on the development of new vaccines that include different vectors for the development
of DNA vaccines by evaluating various structural proteins. The use of PRRSV infectious clones, as well as the construction of
viral chimeras between the vaccine virus and highly infectious virus have also been evaluated. All these strategies have failed to
develop an effective vaccine against PRRSV; therefore it remains as a major challenge.
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Resumen

El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) constituye uno de los problemas mas grandes de la industria
porcina. Afecta a cerdos de todas las edades, causa problemas reproductivos y respiratorios que generan pérdidas econémicas
millonarias. Estas van en aumento debido a la rapida diseminacién del virus y a la poca eficiencia de las vacunas comerciales para
su tratamiento. Actualmente existen dos tipos de vacunas contra el PRRSV: una utiliza el virus atenuado y otra el virus inactivado.
Existen en el mercado ambos tipos, tanto para cepas americanas como europeas. Aun cuando dichas vacunas disminuyen los
sintomas de la enfermedad y la viremia, no evitan la infeccién y la proteccidon cruzada es variable frente a virus heterélogos.
Ademas, se hainformado que el virus vacunal puede diseminarse a otros animales susceptibles. Por esta razén muchos estudios se
han orientado al desarrollo de nuevas vacunas que incluyen diferentes vectores para el desarrollo de vacunas de ADN evaluando
varias proteinas estructurales. También se ha evaluado el empleo de clones infecciosos de PRRSV, asi como la construccién de
quimeras virales entre el virus vacunal y un virus altamente infeccioso. Todas estas estrategias no han logrado desarrollar una
vacuna eficaz contra el PRRSV, por lo que dicho propésito sigue siendo un reto muy importante.
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Introduction

r l Yhe porcine reproductive and respiratory
syndrome (PRRS) is a disease distributed in
the majority of pork meat producing countries,

where millionaire economic losses are generated. For
example, United States of America, Canada and Japan
have recorded, as contaminated with this disease, more
than 50% of their herds.! Nowadays, only Norway and
Sweden are disease free.t In Mexico, an approximate
number of losses has not been recorded; nevertheless,
some studies show that these fluctuate from 250 to 500
dollars per sow.5 Combined with annual losses caused
by PRRS, recent acute outbreaks of highly pathogenic
strains, which increase these numbers, have been
described. In 2006, China Animal Disease Control
Center (CADC) informed of a PRRS outbreak that
affected 2 120 000 pigs with a 20% mortality.6 These
numbers show a very difficult panorama for the porcine
industry due to the PRRS; in this context, new control
and prevention strategies for the disease have been
tried in the past years.

In regard to PRRS disease, important advances have
been made in fields like epidemiology, transmission,
clinical characteristics, etc.”8 Another widely studied
aspect is the causal agent, the virus of the porcine
reproductive and respiratory syndrome (PRRS). In
relation to the latter, its structure, susceptible cells and
cellular infection mechanism is known.%4 Nevertheless,
important aspects such as evasion from the immune
system by the virus and efficient vaccines to eliminate
or prevent the disease have not been cleared, in spite of
researches performed to this moment.1

Porcine reproductive and respiratory
syndrome virus generalities

The PRRSV belongs to the Arteriviridae (Artevirus
genus, Nidovirales order). It is a virus involved with
a simple chain RNA genome, positive polarity of
approximately 15 Kb.16 The genome of the PRRSV
is formed on the extreme 5' of a short untranslated
region (UTR) followed by nine open reading frames
(ORF) called ORFla, ORF1b, ORF2a, ORF2b, ORF3,
ORF4, ORF5, ORF6 and ORF7.1719 The ORFla and
ORF1b approximately constituted 75% of the genome
size and encodes to a polyprotein with RNA polymerase
activity (ppla) and also the polyprotein lab, product
of a change in the reading frame during the nearby
translation at extreme 3' of ORFla.2 The ORF 2a
and 3-7 encode for structural glycoproteins (GP) 2a,
GP3, GP4, GP5 and non glycolyzed proteins 2b, the
membrane M protein and the nucleocapsid N. Also, in
the extreme 3' of the genome there is an untranslated
region followed by a poly A tail.!7.18:21
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Introduccién

(PRRS) es una enfermedad distribuida en la

mayoria de los paises productores de carne de
cerdo, donde genera millonarias pérdidas econémicas.
Por ejemplo, Estados Unidos de Smérica, Canada
y Japoén han registrado mas de 50% de sus hatos
contaminados con esa enfermedad.'* Actualmente,
s6lo Noruega y Suecia permanecen libres de la
enfermedad.* En México no se ha registrado una
cifra aproximada de pérdidas; sin embargo, algunos
estudios muestran que éstas varian de 250 a 500
dolares por hembra.5 Aunadas a las pérdidas anuales
causadas por el PRRS, recientemente se han descrito
brotes agudos con cepas altamente patogénicas que
incrementan estas cifras. En 2006 la organizaciéon
China Animal Disease Control Center (CADC)
informé6 de un brote de PRRS que afect6 a 2 120 000
cerdos con mortalidad de 20%.6 Estas cifras presentan
un panorama muy dificil para la industria porcicola a
causa del PRRS; en este contexto, en los ultimos anos
se ha tratado de desarrollar nuevas estrategias para el
control y prevencion de la enfermedad.

En lo que respecta a la enfermedad de PRRS se
han logrado muchos avances en campos como la
epidemiologia, transmision, caracteristicas clinicas,
etc.”7® Otro aspecto estudiado ampliamente es el
agente causal, el virus del sindrome reproductivo
y respiratorio porcino (PRRSV). Respecto de este
ultimo, se conoce su estructura, las células susceptibles
y el mecanismo de infeccién celular.%4 Sin embargo,
no se han logrado esclarecer aspectos importantes
como la evasion del sistema inmune por el virus y
el desarrollo de vacunas eficientes para eliminar o
prevenir la enfermedad, a pesar de las investigaciones
realizadas hasta el momento.!5

l j 1 sindrome reproductivo y respiratorio porcino

Generalidades del virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino

El PRRSV pertenece a la familia Arteriviridae (género
Arterivirus, orden Nidovirales). Se trata de un virus
envuelto con un genoma de ARN de cadena sencilla,
polaridad positiva de aproximadamente 15 Kb.16 El
genoma del PRRSV se compone en el extremo 5' de
una region corta no traducida (UTR, por sus siglas en
inglés, untranslated region) seguida de nueve marcos de
lectura abierta (ORF) llamados ORF1a, ORF1b, ORF2a,
ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6 y ORF7.1719 Los
ORFla y ORF1b constituyen aproximadamente 75%
del tamano del genoma y codifican a una poliproteina
con actividad de ARN polimerasa (ppla) y también la
poliproteina lab, producto de un cambio en el marco
de lectura durante la traducciéon cercana al extremo



The ORF2 contains an intern reading frame which
encodes for a non glycolyzed protein known as 2b. The
presence of this protein has been identified on infected
cells, as well as an anti-2b response on PRRSV infected
pigs.!? Recently, it has been demonstrated that protein
2b is an integral component of the PRRS virion.22 The
GP3 is the most glycolyzed protein of the PRRSV with
seven sites of N-glycosylation.2* This has been detected
in the virion of some European strains; nevertheless,
in American strains, its presence is still questioned.2+2
On the other hand, GP4 has four N-glycosylation sites
and anti-GP4 neutralizing antibodies (NA) have been
identified; however, these are less effective than the
induced by GP5.27

The GP5 is a glycosylated transmembrane protein
that can be divided in several domains: a signal
peptide, an ectodomain (with a variable number
of glycosylation potential sites), a transmembrane
region and an endodomain. 12 Two epitopes have
been detected in the ectodomain that induce the
production of antibodies, of which only one type
is neutralizing. These epitopes are called A and B
(the B epitope is the neutralizing).2® This last, is
conserved between the PRRSV isolates; nevertheless,
it is not immunodominant, in contrast to A epitope,
which is immunodominant and hypervariable. These
epitopes are found separated by seven amino acids.
PRRSV infected pigs mainly develop non neutralizing
antibodies against A epitope and later on (four
weeks approximately) NA against B epitope appear.
In such context, A epitope functions as virus decoy,
momentarily distracting the neutralizing response.2 It
has been observed that GP5 forms heterodimers with
M protein in viral particles.? These heterodimers have
also been related to the cellular infection for their
bound to heparan sulfate and sialoadhesin molecules,
mainly in machrophages.?32 On the other hand, N
protein encoded by ORF7 constitutes between 20%-
40% of the virion proteinic content.2030 These protein
contains 26% of basic residues in the N terminal
extreme, which can facilitate its interaction with the
RNA-genome.2?

An important trait of PRRSV is its high genetic
variability. Based on its genetic difference, PRRSV
isolates can be divided in: European genotype (Lelystad
virus prototype) and American genotype (VR-2332
virus prototype). These genotypes have a similitude
of nucleotides of 55% to 70% when compared to all
the genome. 3334 It has been reported that in American
isolates there is greater genetic diversity, in contrast to
the Europeans, which are highly genetically related.3s
The genes which show greater variability rate are
ORFb5, ORF3 and ORF4, while genes of ORF2, ORF6,
and ORF7 are the most conserved.33

PRRSV M protein is the most conserved, with

3" del ORFla.20 Los ORF 2a y 3-7 codifican para las
glicoproteinas estructurales (GP) 2a, GP3, GP4, GP5
y las proteinas no glicosiladas 2b, la proteina M de
membrana y la N de la nucleocdpside. También en el
extremo 3' del genoma hay una regién no traducida
seguida de una cola de poli A.17.18.21

El ORF2 contiene un marco de lectura interno
que codifica para una proteina no glicosilada
conocida como 2b. Se ha identificado la presencia
de esta proteina en células infectadas, asi como una
respuesta anti-2b en cerdos infectados con PRRSV.19
Recientemente se demostré que la proteina 2b es un
componente integral del virion del PRRS.22 La GP3 es
la proteina mas glicosilada del PRRSV con siete sitios
de N-glicosilacién.2* Esta ha sido detectada en el virién
de algunas cepas europeas; sin embargo, en cepas
americanas su presencia ain se cuestiona.2+26 Por su
parte, la GP4 tiene cuatro sitios de N-glicosilacion y se
han identificado anticuerpos neutralizantes (AN) anti-
GP4; sin embargo, éstos son menos efectivos que los
inducidos por GP5.27

La GP5 es una proteina transmembranal glicosilada
que se puede dividir en varios dominios: un péptido
senal, un ectodominio (con un numero variable
de sitios potenciales de glicosilacién), una regién
transmembranal y un endodominio.!23 En el
ectodominio se han detectado dos epitopes que
inducen la produccién de anticuerpos, de los cuales
s6lo un tipo es neutralizante. Estos epitopes se
denominan Ay B ( el epitope B es el neutralizante) .2
Este ultimo es conservado entre los aislamientos
de PRRS; sin embargo, no es inmunodominante,
contrario al epitope A, el cual es inmunodominante e
hipervariable. Estos epitopes se encuentran separados
por siete aminodcidos. Los cerdos infectados con
PRRSV primeramente desarrollan anticuerpos no
neutralizantes contra el epitope A y tiempo después
(cuatro semanas aproximadamente) aparecen los
AN contra el epitope B. En tal contexto, el epitope
A funciona como senuelo del virus, distrayendo de
manera momentanea la respuesta neutralizante.2
Se ha observado que la GP5 forma heterodimeros
con la proteina M en las particulas virales.?* Estos
heterodimeros también se han relacionado con
la infeccién celular por su unién a moléculas de
heparan sulfato y sialoadesina, principalmente en
macroéfagos.?132 Por su parte, la proteina N codificada
por el ORF7 constituye entre 20%-40 % del contenido
proteinico del virion.20% Esta proteina contiene 26%
de residuos basicos en el extremo N terminal, lo cual
puede facilitar su interacciéon con el ARN del genoma.2?

Una caracteristica importante del PRRSV es su
alta variabilidad genética. En base a sus diferencias
genéticas, los aislados del PRRSV pueden dividirse
en: genotipo europeo (prototipo virus Lelystad) y
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a similitude of 94% and 100% at amino acid level,
within the same genotype (European or American).
Nevertheless, between both genotypes there is only
a 63% of amino acid identity.33 On the opposite
extreme, GP5 is the most heterogeneous protein,
with 88%-99% of amino acid identity between strains
from the same continent, and 52%-53% of identity
between genotypes.?* In regard to non structural
proteins (nsp), encoded by ORFla and ORF1b, there
are recent publications that show that nsp2 shows a
high variability region ( in amino acid positions 324 to
814) only with 40% similitude in amino acids between
European and American genotypes, which represents
the gene with greater PRRSV variability rate.36

The high PRRSV genetic variability complicates the
development of an effective immune response between
heterogeneous strains in reinfection. It constitutes one
of the main limits in vaccine development, since it has
been observed that after vaccination there is no 100%
crossed protection between heterologous strains.
One of the most representative cases of this problem
presented itself in Denmark, in 1996, where a vaccine
based on an attenuated virus from the American strain
VR2332 was administered and later an outbreak of
PRRSV was observed with atypical characteristics.
When the sequence of these viruses was analyzed, the
identity was of 99.3% and 99.5% with regard to the
American VR2332 and the vaccine prototype.3” This
resultindicated that the vaccine developed an outbreak
with PRRSV and introduced the American genotype
to the country. Nowadays, it is considered that in
Denmark at least 40% of the farms are contaminated
with American and European strains.38

Immune response against PRRSV

The pig’s immune response against PRRSV is very
complex and two important aspects must be considered
that influence this: high virus variability and variability
in the response of infected pigs. When the latter result
with PRRSV infection, they induce immunity capable
of protecting in reinfections against homologous
viruses, and induce prolonged viremias and persistent
infections.?® These characteristics give a panorama of
the complex interaction between PRRSV and the pig’s
defense against the virus. There are questions on the
events that initiate immunity during the infection, as
well as the role played by antibodies and T cells. Also,
the molecular and cellular mechanisms involved in
regulation, induction and maturation of the immune
response are not clear. Besides, there is still to clarify
the consequences of the PRRSV genetic variability,
as well as the genetic variation of the different pig
populations against PRRSV in the immune response.?

The initial resistance present against PRRSV mainly
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genotipo americano (prototipo virus VR-2332). Estos
genotipos tienen una similitud de nucleétidos de 55%
a 70% cuando se compara todo el genoma.333+ Se ha
informado que en los aislados americanos existe mayor
diversidad genética, en comparacion con los europeos,
que se encuentran genéticamente muy relacionados.3s
Los genes que presentan mayor tasa de variabilidad
son ORF5, ORF3 y ORF4, mientras que los genes de
ORF2, ORF6 y ORF7 son los mas conservados. 3

La proteina M del PRRSV es la mds conservada,
con similitud de 94% y 100% a nivel de aminoacidos,
dentro del mismo genotipo (europeo o americano).
Sin embargo, entre ambos genotipos s6lo hay 63% de
identidad de aminoacidos.?® En el extremo opuesto,
la GP5 es la proteina mas heterogénea, con 88%-99%
de identidad de aminoacidos entre cepas del mismo
continente, y 52%-55% de identidad entre genotipos.s
Enlo que respecta a las proteinas no estructurales (nsp,
por sus siglas en inglés), codificadas por el ORFla y
ORF1b, hay publicaciones recientes que muestran que
la nsp2 presenta una regién de alta variabilidad (en
las posiciones de aminodcidos 324 a 814) solamente
con 40% de similitud de aminodcidos entre genotipos
europeos y americanos, lo que representa el gen con la
mayor tasa de variabilidad del PRRSV.36

La alta variabilidad genética del PRRSV complica el
desarrollo de una respuesta inmune efectiva entre las
cepas heterdlogas en reinfecciéon. Constituye una de
las principales limitantes en el desarrollo de vacunas,
pues se ha observado que tras la vacunaciéon no existe
proteccion cruzada de 100% entre cepas heterélogas.
Uno de los casos mas representativos de este problema
se presenté en Dinamarca, en 1996, donde se aplico
la vacuna a base de un virus atenuado de la cepa
americana VR2332, y posteriormente se observé un
brote de PRRSV con caracteristicas atipicas. Cuando
se analiz6 la secuencia de estos virus, la identidad fue
de 99.3% y 99.5%, respecto al prototipo americano
VR2332 y al vacunal.?” Este resultado indicé que la
vacuna desarrollé un brote con el PRRSV e introdujo el
genotipo americano al pais. Actualmente se considera
que en Dinamarca al menos 40% de las granjas estan
contaminadas con las cepas americana y europea.3s

Respuesta inmune frente al PRRS

La respuesta inmune del cerdo frente al PRRSV es
muy compleja y se deben considerar dos aspectos
importantes que influyen en ella: alta variabilidad
del virus y variabilidad en la respuesta de los cerdos
infectados. Cuando estos tiltimos resultan con infeccién
por el PRRSVinducen unainmunidad capaz de proteger
en reinfecciones contra virus homologos, e induce
viremias prolongadas e infecciones persistentes.?
Estas caracteristicas dan un panorama de la compleja



depends of the antiviral response of the infected cells
and the innate immune system in the first days before
the development of the adaptive response. The virus
takes advantage against the pig by evading in certain
degree the innate response. First, PRRSV infects and
replicates itself in some cells that participate in the
innate response, such as macrophages and dendritic
cells, important in the development of an adequate
innate or adaptive immune response.!31440 Another
important characteristic of the innate system against
viruses is the production of type 1 (a/B), which induces
a great quantity of antiviral proteins, such as protein
kinase R, 2'-5' oligoadenylate synthetase, adenosine-
deaminase RNA specific, and myxoma protein
(MxGTPase), which inhibits viral replication and viral
protein synthesis.*t The PRRSV achieves to inhibit type
1 IFN expression in vivo as well as in vitro,224 but the
exogenous administration of IFN-ot inhibits the virus
replication and favors humoral response.#

In regard to pro-inflammatory cytokines, like
IFN-0, TNF-a0 and IL-1B, which are important in the
beginning of an inflammatory response, the infection
by PRRSV inhibits the mRNA expression of these
cytokines.®245 Experiments in wvifro using alveolar
macrophages stimulated with phorbol myristate
acetate (PMA) and infected with PRRSV, showed a
decrease in the mRNA of TNF-o..# While experiments
in vivo are not able to detect this cytokine (TNF-o1)
in fluids obtained from bronchoalveolar washes.®
Likewise, it has been observed that IFN-o is capable of
inhibiting PRRSV replication in alveolar macrophages
cultures; nevertheless, the expression of this cytokine
in bronchoalveolar washes was minimum.#4 For
the aforementioned, it is understood that the virus
achieves, somehow, to modulate the production of
IFN-0. in the macrophages to assure its replication
in these and another cells. It has been thought that
this modulation might be at transcription level
although other studies also suggest that this takes
place by inhibiting the antiviral protein synthesis;*”
nevertheless, it is necessary to perform research to
determine the level where the PRRSV actuates during
IFN type linhibition. It has been shown that by infecting
mononuclear cells with PRRSV the IL-10is induced,
which is an anti-inflammatory cytokine that allows to
inhibit the IL-1 and TNF-a expression, and besides
participates in regulatory T cells differentiation.* The
lack of an inflammatory response and weak or null
antiviral response (induced by the IFN type 1) creates
an unfavorable microenvironment in the development
of the adaptive response.

The humoral response against PRRSV has been
widely evaluated. In infected pigs’ serum, IgM anti-
PRRSV antibodies can be found between days five
and six post-infection (PI); nevertheless, after two or

interaccion entre el PRRSV y la defensa de los cerdos
al virus. Existen interrogantes sobre los eventos que
inician la inmunidad durante la infeccién, asi como
del papel que desempenan tanto los anticuerpos como
las células T. Tampoco estan claros los mecanismos
moleculares y celulares involucrados en la regulacion,
inducciéon y maduraciéon de la respuesta inmune.
Ademas, aun faltan por esclarecer las consecuencias
de la variabilidad genética del PRRSV, asi como la
variacion genética de las diferentes poblaciones de
cerdos frente al PRRSV en la respuesta inmune.?

La resistencia inicial que se presenta frente al
PRRSV depende principalmente de la respuesta
antiviral de las células infectadas y del sistema inmune
innato en los primeros dias antes del desarrollo de la
respuesta adaptativa. El virus toma ventaja frente al
cerdo al evadir en cierto grado la respuesta innata.
Primeramente, el PRRSV infecta y se replica en
algunas células que participan en la respuesta innata,
como macroéfagos y células dendriticas, importantes
en el desarrollo de una respuesta inmune adecuada
tanto innata como adaptativa.!®1440 Otra caracteristica
importante del sistema innato frente a los virus es la
producciéonde IFN tipoI (0./f), el cualinduce lasintesis
de una gran cantidad de proteinas antivirales, como es
el caso de la proteina cinasa R, 2°-56” oligoadenilato-
sintetasa, la adenosina-deaminasa especifica de ARN,
y de la proteina de mixoma (MxGTPasa), que inhiben
la replicacion viral y sintesis de proteinas virales.4! El
PRRSV logra inhibir la expresion del IFN tipo I tanto in
vivo como in vitro,2243 pero la administracion del IFN-o
exogena inhibe la replicaciéon del virus y favorece la
respuesta humoral .44

En lo que respecta al perfil de citocinas proinfla-
matorias, como el IFN-o, TNF-a. e IL-1f, que son
importantes en el inicio de una respuesta inflamatoria,
la infeccién por el PRRSV inhibe la expresion de
ARNm de estas citocinas.®?% En experimentos in
vitro utilizando macroéfagos alveolares estimulados
con acetato de forbol miristico (PMA, por su siglas
en inglés) e infectados con PRRSV, se observo
una disminuciéon en la expresion de ARNm de
TNF-0.44 Mientras que los experimentos in vivo no
logran detectar esta citocina (TNF-a) en los fluidos
obtenidos de lavados broncoalveolares.# Asimismo,
se ha observado que el IFN-o es capaz de inhibir la
replicaciéon del PRRSV en cultivos de macréfagos
alveolares; sin embargo, la expresion de esta citocina
en lavados broncoalveolares fue minima.## Por lo
anterior, se entiende que el virus logra, de alguna
manera, modular la producciéon de INF-o. en los
macroéfagos para asegurar su replicacion en éstasy otras
c€lulas. Se ha pensado que esta modulacion puede
ser a nivel de transcripcion aunque otros estudios
también sugieren que ésta se lleva a cabo al inhibir
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three weeks they are undetectable.’?52 Later on, IgG
antibodies are detected between days seven and tenth
PI, with increase between second and fourth week.51.52
The levels of these antibodies are detectable up to 300
days PI at low levels.?® The anti-PRRSV antibodies of
the IgA type are detected from the fourteenth days PI
with a maximum at 25 days until they disappear at one
month, approximately.5.5¢ It has been reported that
the AN appear at the third week PI515¢ nevertheless,
there are studies that show the presence of AN on
the second week PI (day 9).52 This early response is
present in some of the evaluated pigs; nevertheless, at
the third week all pigs show AN. These differences in
the presence of AN are due to the variability in the
response of the pigs to the PRRSV; in fact, in pigs from
other studies it is not possible to detect significant
levels of AN during all the assay.515* Nevertheless,
the AN that are produced can stay with low titers for
prolonged periods.51.52

The first anti-PRRSV antibodies are directed against
N protein during the first week PL.515* Recently, it has
been reported evidences of antibodies directed against
several linear epitopes (formed by consecutive amino
acid residues included in the same peptidic fragment)
and of conformation (constituted by amino acids that,
although far from protein primary sequence, they
approach when this bends to form its tridimensional
structure) of the nsp2 protein in the first PI week, and
the response was stronger than the one directed to N
protein.553 In the first PI weeks, antibodies against N
protein have no neutralizing effect. These antibodies
have been related with PRRSV dissemination in
macrophages, through a phenomenon known as
Antibody Dependent Enhancement or ADE.3 Although
non neutralizing antibodies against GP5 exist, AN can
also be found, these are the ones mainly related with
virus neutralization for both genotypes. These AN
can be detected early in some cases from day nine
PI; nevertheless, they generally are present from day
28 P1.52 AN against GP4, M protein and GP3 in lesser
degree have also been detected.27.51.5259

The AN participationin the protection against PRRSV
has been widely evaluated, and certain controversy
exists in regard to its participation in protection against
PRRSV. There are groups who describe that these do
not participate in the virus control, since it was possible
to isolate the virus from blood of pigs that showed a high
AN titer. On the contrary, with an undetectable AN titer
it was possible to resolve the viremia.®® Nevertheless,
other groups have shown that the passive transference
of AN to pregnant sows infected with PRRSV is capable
of blocking transplacental infection.t In other words,
the AN are not necessary for the viremia resolution,
they are important to avoid infection.

The cellular response can be evaluated through the
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la sintesis de proteinas antivirales;” sin embargo, es
necesario realizar investigaciones para determinar el
nivel al que acttia el PRRSV durante la inhibicién del
IFN tipo I. Se ha demostrado que al infectar células
mononucleares con el PRRSV se induce la expresion
de IL-10,% la cual es una citocina antiinflamatoria
que logra inhibir la expresion de la IL-1 y el TNF-o,
y ademas participa en la diferenciacion de células T
reguladoras.® La falta de una respuesta inflamatoria
y la débil o nula respuesta antiviral (inducida por los
IFN tipo I) crea un microambiente desfavorable en el
desarrollo de la respuesta adaptativa.

La respuesta humoral frente al PRRSV se ha
evaluado ampliamente. En suero de cerdos infectados
se pueden encontrar anticuerpos IgM anti-PRRSV entre
los dias cinco y siete posinfeccion (PI); sin embargo,
después de dos o tres semanas son indetectables.5052
Posteriormente se detectan anticuerpos IgG entre los
dias siete y diez PI, con incremento entre la segunda
y cuarta semanas.’!.52 Los niveles de estos anticuerpos
son detectables hasta 300 dias PI a niveles bajos. Los
anticuerpos anti-PRRSV del tipo IgA son detectados a
partir de los 14 dias PI con mdximo a los 25 dias hasta
que desaparecen al mes, aproximadamente.5152 Se ha
informado que los AN aparecen a partir de la tercera
semana PI;5. 54 sin embargo, existen estudios que
muestran la presencia de AN en la segunda semana
PI (dia 9).52 Esta respuesta temprana se presenta
en algunos de los cerdos evaluados; sin embargo,
a la tercera semana todos los cerdos muestran AN.
Estas diferencias en la presencia de AN se debe a la
variabilidad en la respuesta de los cerdos al PRRSV;
de hecho, en algunos cerdos de otros estudios no es
posible detectar niveles significativos de AN durante
todo el ensayo.’38 Sin embargo, los AN que se
producen pueden permanecer durante periodos
prolongados pero con titulos bajos.5!.52

Los primeros anticuerpos anti-PRRSV se dirigen
contra la proteina N durante la primera semana PI.5153
Recientemente se ha informado de evidencias de
anticuerpos dirigidos contra varios epitopes lineares
(formados por residuos de aminoacidos consecutivos
incluidos en un mismo fragmento peptidico) y de
conformaciéon (constituidos por aminoacidos que,
aunque estan alejados en la secuencia primaria de
la proteina, se aproximan cuando ésta se pliega para
formar su estructura tridimensional) de la proteina
nsp2 en la primera semana PI, y la respuesta fue mas
fuerte queladirigidaalaproteina N.5558 Los anticuerpos
contra la proteina N en las primeras semanas PI no
tienen un efecto neutralizante. Estos anticuerpos se
han relacionado con la diseminaciéon del PRRSV en
macroéfagos, a través de un fenémeno conocido como
incremento de lainfeccion dependiente de anticuerpos
(Antibody Dependent Enhancement, ADE, por sus siglas



production of IFN-y or IFN-y production cells. In the
cellular response induced by PRRSV both aspects have
been evaluated.

The response of specific T cells against PRRSV,
analyzed by mononuclear cell proliferation, appears
in the fourth week PI with a maximum at the seventh
week and a decline between the ninth and 11t week.62
Nevertheless, other studies show that this response
is detected in a weak to moderate way from the
second week PI, and increases on week four PI.63 This
differences might be due to the virus strain used or the
pig’s variability response, which allowed to classify the
response in three levels: low, intermediate and high.
In both cases, the IFN-y secretory T cells phenotype in
response to the PRRSV seems to consist of CD4+CD8+
memory lymphocytes and CD4+ cooperators.6465

The INF-4y expression was evaluated at transcript
level in lymph node cells, lung and peripheral blood of
PRRSV infected pigs. In all cases there was significant
mRNA expression of IFN-y; nevertheless, the IFN-y
produced is not sufficient or it is not effective in the
virus elimination since it was also detected in these
lymph and tissues.®¢ When analyzing the specific IFN-y
producing cellsagainst PRRSV (through ELIspotassays)
in blood of infected pigs, a low specific producing cell
number was observed, between 50-100 cells for each
1 x 106 cells in the first PI week; it was only possible
to detect a greater number of cells during reinfection
(400 for each 1 x 10°.67 Nevertheless, other work
groups, such as the one of Ronald ef al.,%8 observed a
significant IFN-y production in serum at two weeks PI.
They attribute this early production of IFN-y to several
factors, among them, the activation of NK cells (which,
up to the moment, have not been evaluated in PRRSV
infection), to the strain used and to a lymphocyte
polyclonal activation that would lead to a decrease in
the availability of cells capable to respond.®

The role of cell mediated immunity in the PRRSV
elimination is not totally defined; however, it is
important in the complete virus elimination, since the
humoral response by itself is not capable to eliminate
this last.

Vaccines against PRRSV

How do vaccines work: basic fundaments for an
ideal vaccine

By definition, vaccines are products formed with a
complete microorganism, attenuated or dead, or
fractions of itself, capable of inducing a protective and
lasting immune response to such microorganism. Its
function is to prevent and control future infections.%
To manage this, they must unchain a protective
immune response and must be innocuous, that is,

en inglés).5? A pesar de que existen anticuerpos no
neutralizantes contra la GP5, también se pueden
encontrar AN, éstos son los que se han relacionado
principalmente con la neutralizacién del virus para
ambos genotipos. Estos AN pueden ser detectados en
algunos casos de manera temprana a partir del dia 9
PI; sin embargo, generalmente se presentan a partir
del dia 28 PL.52 También se han detectado AN contra
GP4, proteina M y en menor grado contra GP3.27515259

La participacion de los AN en la proteccion
contra el PRRSV se ha evaluado ampliamente, y existe
cierta controversia respecto de su participacion en la
proteccion contra el PRRSV. Hay grupos que describen
que éstos no participan en el control del virus, debido
a que en cerdos que presentan un titulo elevado de
AN fue posible aislar el virus de sangre. En el caso
contrario, con un titulo indetectable de AN se logré
resolver la viremia.® Sin embargo, otros grupos han
demostrado que la transferencia pasiva de AN a cerdas
gestantes infectadas con PRRSV es capaz de bloquear
la infeccion trasplacentaria.6! En otras palabras, los AN
no son necesarios para la resolucién de la viremia, son
importantes para evitar la infeccion.

La respuesta celular se puede evaluar mediante la
produccién de IFN-y o células productoras de IFN-y.
En la respuesta celular inducida por el PRRSV se han
evaluado ambos aspectos.

La respuesta de células T especificas contra el
PRRSV, analizadas mediante la proliferacion de
células mononucleares, aparece en la cuarta semana
PI con un maximo a la semana siete y un declive
entre las semanas 9y 11.62 Sin embargo, otros estudios
muestran que esta respuesta se detecta de manera
débil a moderada a partir de la segunda semana
PI, y se incrementa en la semana cuatro PI.6¢ Estas
diferencias pueden deberse ala cepa del virus utilizada
o a la variabilidad en la respuesta de los cerdos, que
permitié clasificar la respuesta en tres niveles: bajo,
intermedio y alto. En ambos casos, el fenotipo de
células T secretoras de IFN-y en respuesta al PRRSV
parece consistir de linfocitos CD4"CD8" de memoria y
CD4" cooperadoras. 6465

La expresion de INFy se evalu6 a nivel de
transcritos en células de ganglios linfaticos, pulmén y
sangre periférica de cerdos infectados con PRRSV. En
todos los casos hubo expresion significativa de ARNm
del IFN-y; sin embargo, el IFN-y producido no es
suficiente o no es efectivo en la eliminacién del virus
debido a que también fue posible detectarlo en estos
ganglios y tejidos.t¢ Al analizar las células productoras
de IFN-y especificas contra PRRSV (a través de ensayos
de ELIspot) en sangre de cerdos infectados, se observo
un numero bajo de células productoras especificas,
entre 50-100 células por cada 1 x 10° células en la
primera semana PI; sélo fue posible detectar un
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incapable of unchaining an adverse reaction.68.7
To prevent and control a disease, vaccines have to
efficiently stimulate the immune system and induce an
immunologic memory.” Vaccine classifications can be
done by taking into account the technology used in
their design and production.®

Classic vaccines can be inactive vaccines, attenuated
vaccines or subunit vaccines. The first are constituted
by complete microorganisms or inactivated by physical
and chemical means. Attenuated vaccines are formed
by microorganisms whose virulence has been reduced
using diverse methods such as successive passes in
culture medium, by chemical methods, recombination,
etc. Subunit vaccines contain a mixture of antigenic
fractions, be it lipopolysacharides, purified proteins
or synthesized, ribosomic extracts, etc. These types of
vaccines are used when the responsible components
of the microorganism pathogenicity are known.
The advances in molecular biology have allowed
the development of new vaccines that use genetic
manipulation, synthetic peptides, anti-idiotypic
vaccines (antibodies that reproduce an antigen
morphology).”

Attenuated vaccines against PRRSV

The mostused vaccine against PRRSV uses modified live
virus (MLV), attenuated by multiple passage in cellular
culture. In the case of the PRRSV, the attenuated
vaccines are more efficient than the inactivated since
they induce greater cellular and humoral response;
nevertheless, this response is insufficient to completely
protect against heterologous viruses.273

The vaccination of pigs using attenuated vaccine
of American or European type stimulates the cellular
response.®.7374 Nevertheless, the proportion of IFN-y
production cells is very low (specially with European
strains) and its very slow development if compared to
other attenuated vaccines like the Aujeszky virus, in
which the production of INF-y producing cells is two
to four times greater after vaccination..73.74 Therefore,
it is stated that vaccination using attenuated virus is
not completely efficient, since the cellular response
measured by INF-y production cells evolves from day
28 to 42, in a moderate but significant proportion.In
regard to the humoral response induced by attenuated
virus vaccine, the non neutralizing antibodies appear
in early stages of the infection and stay up to 96
weeks PL.7» The AN only appear in some vaccinated
animals;®% nevertheless, some authors detected AN
after challenging vaccinated pigs.7

In spite of the aforementioned, several experiments
have shown that the use of MLV vaccine significantly
reduces lesions and clinical signs in front of the
challenge with PRRSV homologous strains. Besides,
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namero mayor de células durante una reinfeccion
(400 por cada 1 x 10°.67 Sin embargo, otros grupos
de trabajo, como el de Ronald et al., observaron una
produccion significativa de IFN-y en suero a las dos
semanas PI. Ellos atribuyen esta produccioén temprana
de IFN-y a varios factores, entre ellos a la activacion
de células NK (las cuales hasta el momento no han
sido evaluadas en la infeccion con PRRSV), a la cepa
utilizada y a una activacién policlonal de linfocitos, lo
cual llevaria a una reducciéon en la disponibilidad de
células capaces de responder.68

El papel de la inmunidad mediada por células en
la eliminacion del PRRSV no estd totalmente definida;
sin embargo, es importante en la eliminacién completa
del virus, pues la respuesta humoral sola no es capaz
de eliminar a este ultimo.

Vacunas contra el PRRSV

Coémo funcionan las vacunas: fundamentos
bésicos para una vacuna ideal

Por definicion, las vacunas son productos formados
con un microorganismo completo, atenuado o muerto,
o fracciones de €l, capaces de inducir una respuesta
inmune protectoray duradera a dicho microorganismo.
Su funcién es prevenir y controlar futuras infecciones.®
Para lograrlo, deben desencadenar una respuesta
inmune protectora y ademds ser inocuas, es decir,
incapaces de desencadenar una reacciéon adversa.69.7
Para que las vacunas puedan prevenir o controlar
una enfermedad, tienen que estimular eficazmente
el sistema inmunitario e inducir una memoria
inmunolégica.” Se puede hacer una clasificacion de las
vacunas teniendo en cuenta la tecnologia empleada en
su diseno y produccion.

Las vacunas clasicas pueden ser vacunas inac-
tivadas, vacunas atenuadas o vacunas de subunidades.
Las primeras estan compuestas por microorganismos
completos o inactivados por medios fisicos vy
quimicos. Las vacunas atenuadas estin formadas
por microorganismos cuya virulencia se ha reducido
utilizando diversos métodos como pases sucesivos
en medios de cultivo, por métodos quimicos,
recombinacion, etc. Las vacunas de subunidades
contienen un preparado de fracciones antigénicas,
ya sean lipopolisacaridos, proteinas purificadas
o sintetizadas, extractos ribosomicos, etc. Este
tipo de vacunas se emplea cuando se conocen los
componentes responsables de la patogenicidad de un
microorganismo.%® Los avances en biologia molecular
han permitido el desarrollo de nuevas vacunas que
utilizan la manipulacién genética, péptidos sintéticos,
vacunas antiidiotipo (anticuerpos que reproducen la
morfologia de un antigeno).”



it shows a decrease in the proportion of infected pigs
in a persistent way and in the viral excretion period
using homologous strains of the vaccinal virus.7277
Nevertheless, it is clear that the vaccine does not
prevent reinfection with homologous strains, it only
reduces the disease signs. In front of heterologous
strains, the same scenery is present but the protection
is lower. An important problem in regard to the security
of this vaccine is the fact that in some cases, attenuated
viruses can revert to virulent and cause propagation of
the virus in the pig population.s”

Inactivated vaccines

The main advantage of inactivated vaccines is the
weakness in the majority of attenuated vaccines, one
of these is that they cannot revert into virulent, since
they use dead virus. After vaccination it is not possible,
at any moment, to detect viral RNA in blood or tissue
samples.” Some authors have managed certain degree
of protection in field.”80 Nevertheless, recent studies
that use more precise techniques have obtained
null response against PRRSV. Nilubol et al.,” and
Zuchermann et al.,”did not find significant increase of
IFN-y producing cells against PRRSV in American and
European strains, respectively, even after challenging
vaccinated pigs.

Inactivated vaccines of American strains are not
capable of inducing a humoral response; that is, they
are not capable of stimulating AN production.s Even
when an increase of antibodies after the challenge
is observed, these do not neutralize.’ Nevertheless,
inactivated vaccines of European strains induce a slight
AN production, although this last is not reflected in
the viremia decrease nor in the viral charge in tissue.”

Field alternative vaccines

Commercial vaccines have been used in great number
of farms with controversial results, which could be
due to little homology between strains (vaccinal and
of the farm), since cross protection is limited.8! In the
presence of this scenario, control strategies have been
implemented in farms, based on the use of viremic
sera during acclimatization of sows, breeding stock or
simple contact of sick animals with animals pretended
to be immunized.8284 Shibata et al.,$5 showed that the
exposition to field virus that circulated in the farm,
prevented the disease clinical signs and observed a
decrease of infection titers, as well as its length when
integrating these animals with the rest.848 This strategy
is still being used and helps control reinfection
dissemination in the farm. Nevertheless, this exposition
method entails some risks; for example, the serum used
for acclimatization can contain some other pathogen;

Vacunas atenuadas contra el PRRSV

La vacuna mds utilizada contra el PRRSV utiliza
virus vivo modificado (MLV, por sus siglas en inglés),
atenuado por pasaje multiple en cultivo celular. En
el caso del PRRSV, las vacunas atenuadas son mas
eficientes que las inactivadas debido a que inducen
mayor respuesta celular y humoral; sin embargo, esta
respuesta es insuficiente para proteger completamente
contra la infeccion frente a virus heterélogos.”2.7

Lavacunacién de cerdos utilizando vacunaatenuada
de tipo americano o europeo estimula la respuesta
celular.657.74 Sin embargo, la proporcion de células
productoras de IFN-y es muy baja (especialmente
en cepas europeas) y su desarrollo muy lento si se
compara con otras vacunas atenuadas como la del
virus de Aujeszky, en la que la producciéon de células
productoras de INF-y es de dos a cuatro veces mayor
después de la vacunacién.65774 Por lo anterior, se
afirma que la vacunacion utilizando virus atenuados no
es del todo eficiente, pues la respuesta celular medida
por células productoras de INF-y tiene una evolucién
a partir del dia 28 hasta el 42, en una proporcién
moderada pero significativa.” En lo que respecta a
la respuesta humoral que induce la vacuna de virus
atenuado, los anticuerpos no neutralizantes aparecen
en etapas tempranas de la infeccion y permanecen
hasta por 96 semanas P1.7 Los AN s6lo aparecen en
algunos animales vacunados;® sin embargo, algunos
autores detectaron AN después de desafiar a cerdos
vacunados.”

A pesar de lo anterior, varios experimentos han
demostrado que el uso de la vacuna MLV reduce
significativamente las lesiones y signos clinicos frente
al desafio con cepas homologas de PRRSV. Ademas,
muestra una reduccion en la proporcion de cerdos
infectados en forma persistente y en el tiempo de
excrecion viral utilizando cepas homologas del virus
vacunal.”277 Sin embargo, es claro que la vacuna no
previene la reinfeccion con cepas homologas, sélo
disminuye los signos de la enfermedad. Frente a cepas
heterologas, se presenta el mismo escenario pero
la protecciéon es menor. Un problema importante
relacionado con laseguridad de esta vacuna es el hecho
de que en algunos casos, los virus atenuados pueden
revertirse a virulencia y ocasionar la propagacién del
virus en la poblacién porcina.?”

Vacunas inactivadas

La principal ventaja de las vacunas inactivadas es la
debilidad de la mayoria de vacunas atenuadas, una de
ellas es que no pueden revertir a la virulencia, pues
utilizan virus muerto. Después de la vacunaciéon no es
posible, en ningiin momento, detectar ARN viral en

Vet. Méx., 41 (2) 2010 147



therefore, the place where the acclimatization is taking
place should be far enough to prevent reinfection in
the farm or introduction of new strains.s6

Conventional vaccine improvements

In the majority of cases the conferred protection by
conventional vaccines is not effective in the prevention
of the infection. For this reason, new alternatives have
been developed to improve induced response by
vaccines. Basically, the objective has been to increase
cellular response, AN production and, besides, boost
the response among heterologous strains. One of
the strategies used to improve conventional vaccines
consists of administration of recombinant cytokines as
adjuvants.

Cytokines that are important for cellular response
development have been used, as in the case of the
interleukin-12 (IL-12) and IFN-0..8” The IL-12 induces
the differentiation of virgin T lymphocytes to Thl
lymphocytes and it has been proven that IFN-ot induces
an antiviral state in cells. When IL-12 is used as adjuvant
there is a significant increase in IFN-y production cells;
however, the AN development is null.7376 Evaluating
IFN-0 it was observed that its behavior was similar to
IL-12, since it induces only cellular response increase;
nevertheless, it was temporary.6.737 In both cases IFN-y
increase does not reflect in viremia or symptomatology
decrease.

Foss et alss tested IL-1, IL-6 and cholera toxin
as adjuvant, since they are inflammatory response
induction agents in pigs and important in antigen
presentation; however, only the cholera toxin resulted
a good adjuvant. The cholera toxin induced the
specific AN production against ORF5, but it did not
stimulate cellular response. Another strategy used
are the oligodeoxynucleotides, these are synthetic
polymers with sequences rich in nucleotides, cytokine
and guanidine that are used as immunostimulants.8.9
This adjuvant induced AN production, as well as slight
increase in IFN-y production cells. Also, reduction
in some of the disease’s signs was observed, such as
respiratory failure.

Several attempts have been carried out to evaluate
the response between heterologous strains to decrease
the effect due to the great PRRSV genetic variability.
The attenuated and inactive vaccine combination has
been used. Nevertheless, there were no satisfactory
results since there was effector T cell decrease and
humoral response suppression.®!

Charerntantanakul et al.76 used attenuated vaccines
and evaluated the immune response to ORF5 peptides
of several strains, because of the importance of GP5
in the AN induction. However, this addition did not
induce clinical improvement, cellular response slightly
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muestras de sangre o tejidos.”® Algunos autores han
logrado cierto grado de protecciéon en campo.79:8
Sin embargo, estudios mas recientes que utilizan
técnicas mas precisas han obtenido respuesta nula
frente al PRRSV. Nilubol et al. 8 y Zuckermann et al.,™
en cepas americanas y europeas, respectivamente,
no encontraron incremento significativo en células
productoras de IFN-y contra PRRSV, incluso después
de desafiar a cerdos vacunados.

Las vacunas inactivadas de cepas americanas no son
capaces de inducir una respuesta humoral; es decir, no
son capaces de estimular la producciéon de AN.65 Aun
cuando se observa un aumento de anticuerpos después
del desafio, éstos no neutralizan.” Sin embargo, las
vacunas inactivadas de cepas europeas inducen una
ligera producciéon de AN, aunque esto ultimo no se
refleja ni en la disminucién de la viremia ni en la carga
viral en tejidos.™

Alternativas de vacunas en campo

Las vacunas comerciales se han utilizado en gran
numero de granjas con resultados controversiales,
lo cual puede deberse a la poca homologia entre
cepas (vacunal y de la granja), pues la protecciéon
cruzada es limitada.8! Ante este escenario se han
instrumentado estrategias de control en las granjas,
que se basan en el uso de sueros virémicos durante
la aclimatacién de las cerdas, en el pie de cria o en
el simple contacto de animales enfermos con los
animales que se pretende inmunizar.s284 Shibata et al.8
mostraron que la exposicién al virus de campo que
circulaba en la granja, prevenia los signos clinicos de
la enfermedad y observé disminucién en los titulos
de infeccién, asi como su duracién al integrar estos
animales inmunizados con el resto.848 Esta estrategia
se sigue utilizando y ayuda a controlar la diseminacién
de reinfeccion en la granja. Sin embargo, este método
de exposiciéon conlleva algunos riesgos; por ejemplo,
el suero utilizado para la aclimatacion puede contener
algtn otro patégeno, por lo que el lugar donde se lleva
a cabo la aclimataciéon debe estar lo suficientemente
lejos para prevenir reinfecciones en la granja o la
introduccion de nuevas cepas.so

Mejoras a las vacunas convencionales

En la mayoria de los casos la protecciéon conferida por
las vacunas convencionales no es eficaz en la prevencion
de la infeccién. Por esta razéon se han desarrollado
nuevas alternativas para mejorar la respuesta inducida
por las vacunas. Basicamente se ha buscado aumentar
la respuesta celular, la producciéon de AN vy, ademas,
fomentar la respuesta entre las cepas heter6logas. Una
de las estrategias utilizadas para mejorar las vacunas



increased without increasing antibody production. In
spite of all implementations of attenuated or dead
vaccines there has been no adequate adjuvant or
strategy to promote PRRSV infection prevention;
therefore, a new vaccine generation with greater
efficacy and safeness to control PRRS is necessary.

New generation vaccines: an
alternative for PRRSV

Several expression systems of PRRSV antigensincluding
bacteria, 29293 baculovirus,* DNA  vaccines,%9%
adenovirus?7%and the recombinant modified vaccinia
virus Ankara (rMVA)% have been assessed, in search
of an alternative to improve the immune response
against PRRSV or to be used as vaccines. Bacteria such
as Salmonella typhymurium and the Calmette-Guerin
bacillus (CGB) of Mycobacterium bovis have been used
as vectors in the GP5 and M protein expression of
PRRSV, using mice as a study model.9.10 In the case
where CGB, only the GP5 expression was achieved
after removing the first 30 glycoprotein hydrophobic
residues. The GP5 and the M protein were expressed
in the Mycobacterium membrane and anti-GP5 and M
protein antibodies were detected. PRRSV specific IFN-y
production cells in splenocytes were also detected.
However, the response in pigs could vary.1o! When a S.
typhymurium attenuated strain was used to evaluate the
response of PRRSV to GP5, a plasmid which encoded
GP5, contained in S. typhymurium strains, was used.
Nevertheless, in this case, the use of S. typhymurium
as expression vector did not mark any difference
in regard to the use of nude DNA (plasmid which
contains the region that encodes GP5), resulting an
almost null humoral and cellular immune response in
both cases.100

The use of viruses as expression vectors for GP5 and
M protein of PRRSVin pigs has also been evaluated. The
sequence of GP5 in PRV (pseudorabies virus, cause of
Aujeszky’s disease), as expression vector, was inserted
and a double vaccine against Aujeszky virus and GP5-
PRRSV. This vaccine decreased lesions in lung caused
by the virus in infected pigs; nevertheless, there were
no AN levels.102.103 In contrast to these results, when the
baculovirus (expressing the GP5-M heterodimer) was
used in a murine model, a high titer of AN anti-GP5
and IFN-y production cells were detected. However,
the production of IFN-y was not specific of PRRSV
since the baculovirus that did not contain the GP5-M
heterodimer used as control, it induced a similar level
of IFN-y production cells.!0¢ The avian poxvirus has also
been utilized as expression vector for PRRSV directed
to the GP3/GP5 heterodimer and including as adjuvant
the porcine IL-18 in the plasmid.!% The avian poxvirus
potential as vaccine against PRRSV offers encouraging

convencionales consiste en la administraciéon de
citocinas recombinantes como adyuvantes.

Se han utilizado citocinas que son importantes en
el desarrollo de la respuesta celular, es el caso de la
interleucina-12 (IL-12) y el IFN-0..87 La IL-12 induce la
diferenciacion de los linfocitos T virgenes a linfocitos
Thl y se ha comprobado que el IFN-o induce un
estado antiviral en las células. Cuando se utiliza la IL-
12 como adyuvante existe un aumento significativo
en las células productoras de IFN-y; sin embargo, el
desarrollo de AN es nulo.7376 Al evaluar el IFN-o, se
observé que su comportamiento fue similar al de IL-
12,ya que induce sélo aumento de la respuesta celular;
sin embargo, éste fue temporal.657376 En ambos casos
el aumento de IFN-y no se refleja en disminucién de la
viremia o en la sintomatologia.

Foss et al® probaron la IL-1, IL-6 y la toxina
del célera como adyuvantes, debido a que son
agentes de induccién de la respuesta inflamatoria
en cerdos e importantes en la presentacion de
antigenos; sin embargo, so6lo la toxina del célera
resulté6 buen adyuvante. La toxina del célera indujo
la producciéon de AN especificos contra ORF5, pero
no estimul6 la respuesta celular. Otra estrategia
utilizada son los oligodeoxinucleétidos, éstos son
polimeros sintéticos con secuencias ricas en los
nucleétidos citocina y guanidina, que se utilizan como
inmunoestimuladores.89% Este adyuvante indujo
la produccién de AN, asi como ligero aumento en
las células producto de IFN-y. Incluso, se observo
reduccion en algunos de los signos de la enfermedad,
como insuficiencia respiratoria.

Se han llevado a cabo varios intentos para evaluar
la respuesta entre cepas heterélogas para disminuir
el efecto debido a la gran variabilidad genética del
PRRSV. Se han utilizado la combinaciéon de vacunas
atenuadas e inactivadas. Sin embargo, no se obtuvieron
resultados satisfactorios pues hubo disminucién de
las células T efectoras y supresion de la respuesta
humoral."!

Charerntantanakul et «l7 utilizaron vacunas
atenuadas y evaluaron la respuesta inmune a péptidos
de ORFb5 de varias cepas, por la importancia de la GP5
en la induccién de AN. Sin embargo, esta adicién
no indujo mejoria clinica, aument6 ligeramente la
respuesta celular sin incrementar la produccién de
anticuerpos. A pesar de todas las instrumentaciones
de vacunas atenuadas o muertas, no se ha encontrado
un adyuvante o estrategia adecuada para promover la
prevencion de la infeccién por el PRRSV; por tanto, es
necesaria una nueva generacion de vacunas con mayor
seguridad y eficacia protectora para controlar el PRRS.
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results.16 Using this model in pigs, a decrease of the
viral charge in lungs and some ganglia was observed,
low AN titers were detected during the first PI weeks
that significantly increased at 56 days PI. Increase of
CD4+and CD8+lymphocytes was also observed and in
spite of finding a great number of IFN-y production
cells, an increase of IFN-y was quantified by ELISA in
serum.1% Besides using avian poxvirus, a recombinant
modified poxvirus was used, known as Ankara virus,
which is an excellent expression system as vaccine.® In
this case, the GP5/M protein heterodimer expressed
in the murine model. AN were obtained in the third
week PI, but with a very low titer; in the seventh week
PI, AN titer increased. This system induced slight and
late IFN-y production in mice, which was detected
from day 30 PI and kept up until day 90.9

Adenoviruses (Adb) are excellent systems for the
expression of interest genes in the development of
vaccines.’0” Therefore, they have also been used in the
design of vaccinesagainst PRRSV. Some of the structures
that have been evaluated include: Adb expressing GP5,
M protein and its combination (GP5-M). The structure
that expressed the GP5-M heterodimer induced a
greater AN titer and greater anti-PRRSV-specific
lymphocyte proliferation.’ Later, other structures were
tested evaluating the GP combinations that induce the
production of AN, GP3-GP5, GP4-GP5 and GP3-GP4-
GP5.108 In the development of AN, GP5 was a common
denominator as well as in the majority of the structures
that are not Adb, due to its immunogenic importance.
AN against all structures were observed; nevertheless,
it was not possible to determine to which GP they were
directed, due to the lack of recombinant proteins of its
specificity (GP3, GP4 and GP5). These antibodies were
detected at day 14 PI, as well as the PRRSV-specific
lymphocyte proliferation for all structures.’s One
of the advantages of the Adb system over the other
utilized systems consists of the expression carried
out in eucaryotic cells, which makes that the protein
conformation be similar to that of the virus, facilitating
the exposition of the neutralizing epitopes. However,
for the case of GP5 the “natural” epitope may not
be exposed, because the virion forms a heterodimer
with the M protein. This response is observed if Adb
that express GP3 and Gp4 are compared, when the
structure is co-administered with GP5 and there is no
increase in this response.108

Besides the vectors used for the PRRSV protein
expression, DNA vaccines have been recently used.
What distinguishes these vaccines from others is the
expression of their physical nature. DNA vaccines are
constituted of a DNA plasmid that encodes for some
protein or interest fraction and are not infectious.10?
DNA vaccines have some characteristics that give them
certain advantages over the conventional ones, among
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Vacunas de nueva generaciéon: una
alternativa para PRRSV

Se han evaluado varios sistemas de expresion de
antigenos de PRRSV incluyendo bacterias,629293
bacoluvirus,? vacunas de ADN,%9 adenovirus979 y el
sistema del virus de Ankara (MVA, por sus siglas en
inglés)®® en busca de una alternativa para mejorar la
respuesta inmune contra el PRRSV o para utilizarse
como vacunas. Se han utilizado bacterias como
Salmonella typhymurium y el bacilo de calmette-Guérin
(BCG) de Mycobacterium bovis como vectores en la
expresion de la GP5 y la proteina M del PRRSV,
utilizando ratones como modelo de estudio.?100 En el
caso donde se utiliza el BCG, sélo se logroé la expresion
de GP5 después de remover los primeros 30 residuos
hidrofébicos de la glicoproteina. La GP5 y la proteina
M se expresaron en la membrana de Mycobacterium
y se detectaron anticuerpos anti-GP5 y proteina M,
también se detectaron células productoras de IFN-y
especificas del PRRSV en esplenocitos. Sin embargo, la
respuesta en cerdos podria variar.!! Cuando se utilizé
una cepa atenuada de S. typhymurium para evaluar la
respuesta a la GP5 del PRRSV, se utilizé un plasmido
que codificaba a la GP5, contenido en cepas de S.
typhimurium. Sin embargo, en este caso la utilizacion
de S. typhimurium como vector de expresion no marco
ninguna diferencia respecto a la utilizacion de ADN
desnudo (plasmido que contiene la regién que
codifica a la GP5), resultando en ambos casos en una
respuesta humoral y celular practicamente nulas.100
También se ha evaluado el uso de virus como vectores
de expresion para las proteinas GP5 y M del PRRSV en
cerdos. Al virus de la seudorrabia (PRV, por sus siglas
en inglés, causante de la enfermedad de Aujeszky)
como vector de expresion, se le insert6 la secuencia de
la GP5 en el PRV y se obtuvo una vacuna doble dirigida
al virus de Aujeszky y GP5-PRRSV. Esta vacuna redujo
los danos causados por el virus en pulmoén en cerdos
infectados; sin embargo, no se detectaron niveles de
AN.102103 En contraste con estos resultados, cuando se
utilizé el baculovirus (expresando el heterodimero
GP5-M) en un modelo murino, se detecté un titulo
alto de AN anti-GP5 y células productoras de IFN-y.
Sin embargo, la produccién de IFN-y no fue especifica
del PRRSV pues el baculovirus que no contenia el
heterodimero GP5-M usado como testigo, indujo un
nivel de células productoras de IFN-y similar.104 El virus
de la viruela aviar también se ha utilizado como vector
de expresion para PRRSV dirigido al heterodimero
GP3/GP5 e incluyendo como adyuvante la IL-18
porcina en el plasmido.1% El potencial del virus de
la viruela aviar como vacuna para PRRSV ofrece
resultados alentadores.106 Utilizando este modelo en
cerdos se observo una reduccién de la carga viral en



them: production facility, low cost, heat stable, etc.110
DNA vaccines have demonstrated to induce serum
antibodies and a strong response of cooperator and
cytotoxic T cells against several antigens: viruses,
bacteria, parasites and some tumors.

In DNA vaccines against PRRSV, all of the PRRSV
ORF in different plasmids have been evaluated.9.96.111.112
Barfoed et all? characterized the contribution of
each viral protein in the development of a protective
response. Only one antibody response was found in
pigs vaccinated with the plasmid that contained ORF7
after the challenge with a PRRSV homologous strain;
however, this is the most immunogenic protein of
the virus and to which antibodies are created in the
initial stage of the infection.? Also, antibodies directed
to Nsp2 and GP4 postinoculation were observed;
nevertheless, after challenging the pigs with a PRRSV
strain non specific response was observed.!’2 One of
a probable reasons for the lack of response to GP2,
GP3, GP5 and GP6 vaccination, could have been due
to the inoculation strategy (gene gun bombardment
and the plasmid covered by gold particles), besides,
at no moment, the viral protein expression in the pig
was evaluated.!2 These results coincide with the ones
of other authors for the case of N protein (plasmid
with ORF7); however, they did find seroneutralization
response to GP5 and GP6.%

Since the majority of the AN are directed to GP5,
DNA vaccines against the GP5 of the virus have been
tested; but these do not produce AN, which confirms
the importance of the protein conformation.!! The
aforementioned has been proven while developing new
vaccines by the use of vectors, such as the adenovirus
that express the GP5 and develop AN, although its
development is weak and slow.?7113 Besides these
results, it was demonstrated that GP5 formed dimers
with M protein in the viral particles;3? therefore, some
research has been directed to the development of
DNA vaccines that express this heterodimer (GP5-M
protein).96.99.114115 The results obtained with these
vaccines show that there is greater AN production
than by individually using GP5 or M protein. The use
of this heterodimer develops a similar response to
the one described before with the use of baculovirus,
pseudorabies, adenovirus, etc., which consists of AN
production that slowly and weakly develops at the
sixth week.9597.101.116 On the other hand, the response
of specific T cells is high, but develops between the
sixth and eighth weeks PI.11¢

The GP5 of the American strain contains two
epitopes in the N terminal extreme that produce
antibodies; nevertheless, only one of them is
neutralizing, while the other one functions as decoy
that causes a decrease, which is observed in the
response to the infection by native PRRSV and vaccines.

pulmones y algunos ganglios, se detectaron titulos
bajos de AN durante las primeras semanas PI, que
aumentaron de manera significativa a los 56 dias PI.
También se observé aumento de linfocitos CD4+y
CD8+, y a pesar de encontrarse un gran numero de
células productoras de IFN-y se cuantificé un aumento
de IFN-y por ELISA en suero.1%5 Ademads del virus de la
viruela aviar se utilizé un virus recombinante de viruela
modificado, conocido como virus de Ankara, el cual es
un excelente sistema de expresion como vacuna.” En
este caso se expreso el heterodimero GP5/proteina M
en modelo murino. Se obtuvieron AN a partir de la
tercera semana posinoculacién, pero con un titulo muy
bajo, en la séptima semana posinoculacién aument6 el
titulo de AN. Este sistema indujo en los ratones ligeray
tardia produccién de IFN-y, que se detect6 a partir del
dia 30 posinoculacion y se mantuvo hasta el dia 90.9

Los adenovirus (Adb) son excelentes sistemas
para la expresion de genes de interés en el
desarrollo de vacunas.!7 Por ello también se han
utilizado en el diseno de vacunas contra el PRRSV.
Algunas de las construcciones que se han evaluado
incluyen el Adb expresando GP5, la proteina M y su
combinacién (GP5-M). El constructo que expresaba
el heterodimero GP5-M indujo un titulo mayor de
AN y mayor proliferacion de linfocitos especificos
anti-PRRSV.9%  Posteriormente se probaron otros
constructos evaluando las combinaciones de las GP
que inducen la produccién de AN, GP3-GP5, GP4-GP5
y GP3-GP4-GP5.18 En el desarrollo de AN, la GP5 fue
un comun denominador al igual que en la mayoria
de las construcciones que no son de Adb, debido a su
importancia inmunogénica. Se observaron AN contra
todos los constructos; sin embargo, no fue posible
determinar hacia qué GP eran dirigidos, debido a la
falta de proteinas recombinantes de su especificidad
(GP3, GP4y GP5). Estos anticuerpos fueron detectados
a partir de los 14 dias PI, al igual que la proliferacion
de linfocitos PRRSV especificos para todos los
constructos.1® Una de las ventajas del sistema de Adb
sobre los otros sistemas utilizados consiste en que la
expresion se lleva a cabo en células eucariéticas, lo cual
hace que la conformacién de la proteina sea similar a
la del virus, facilitando la exposicion de los epitopes
neutralizantes. Sin embargo, para el caso de la GP5 el
epitope “natural” pudiera no estar expuesto, debido a
que el viriéon forma un heterodimero con la proteina
M. Esta respuesta se observa si se compara la de los
Adb que expresan GP3 y GP4, cuando se coadministra
el constructo con la GP5 y no hay ningin aumento en
esta respuesta.!os

Ademas de los vectores usados para la expresion
de las proteinas del PRRSV, recientemente se han
utilizado las vacunas de ADN. Lo que distingue a estas
vacunas de otras es la expresion de su naturaleza fisica.
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Fang et al!” determined if the decoy epitope effect
can be decreased or eliminated, with this purpose an
amino acid sequence known as PADRE (Pan DR helper
T cell epitope) was inserted between the neutralizing
epitope and the decoy. This consists of the amino acids:
AKFVAAWTLKAA, 18 and favors AN response and IFN-y
production.119121 The results of Fang et al.!'” show that in
mice, AN production is greater and faster with the DNA
vaccine, where the GP5 sequence contains the PADRE
sequence, compared to the one GP5 has without
modifications. Nevertheless, these results can be due to
the function of the PADRE sequence as adjuvant and
not for the interruption of the decoy epitope in the GP5
sequence.!”

In order to improve the response of DNA vaccines,
the administration of cytokines has also been studied.
IL-2 and IFN-y have been used for their importance in
cellular proliferation and lymphocyte activity. Xue et
al.’22 found that the administration of these cytokines
as adjuvants in DNA vaccines that encode for ORF5 and
OREF7, protect the pig from PRRSV characteristic lung
lesions. Decrease in certain degree of virus replication
was also observed. However, these results are partial
since the protector effect was only in 33% of the animals
when IL-2 was used and in 66% of the animals with IFN-y.
Rompato et al.1? studied the effect of IL-2 and 14 on
the development of the induced immune response by
a DNA vaccine that encodes ORF7, using the phCMV
expression vector. The results show that IL-2 induces
a specific cellular response, while IL-4 seems to have a
suppressive effect in this type of responses. These data
also suggest that ORF7 can participate in the decrease
of viral charge of the infected animals with PRRSV; this
last coincides with other authors.!22

An alternative to improve DNA vaccines against
PRRSV is the procedure and presentation of the
antigen through the ubiquitin conjugation with
GP5 in a plasmid. In this case, the expressed protein
joined with ubiquitin was directed to the proteosome
to be degraded, thus, procedure and presentation
are favored, since the degraded antigens by this route
facilitate its presentation via MHC I, and allow cellular
response. Hou et al.12¢ determined the immune response
of vaccinated pigs with a plasmid that expressed the
conjugated GP5 to the swine ubiquitin. IFN-y expression
increase, viral charge decrease in blood after pigs’
challenge and decrease in the number and severity of
lung lesions of the challenged pigs was observed, in
regard to the controls (vaccine without the conjugation
to ubiquitin and the GP5 free plasmid and ubiquitin).
Nevertheless, the antibody response was null, probably
because of the rapid intracellular degradation of the
ubiquitin-GP5 protein, without leaving enough protein
level for the interaction with B lymphocytes.

Recently, a new strategy in the development
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Las vacunas de ADN estan compuestas de un plasmido
de ADN que codifica para alguna proteina o fracciéon
de interés y no son infecciosas.!® Las vacunas de ADN
tienen algunas caracteristicas que les confieren ciertas
ventajas frente a las convencionales, entre ellas la
facilidad de produccion, bajo costo, estables al calor,
etc.10 Las vacunas de ADN han demostrado inducir
anticuerpos séricos y una fuerte respuesta de células
T cooperadoras y citotoxicas contra varios antigenos:
virus, bacterias, parasitos y algunos tumores.

En vacunas de ADN contra el PRRSV se han
evaluado todos los ORF del PRRSV en distintos
plasmidos.?5.96.111.112 Barfoed et al.l1? caracterizaron la
contribuciéon de cada proteina viral en el desarrollo
de una respuesta protectora. So6lo se encontré una
respuesta de anticuerpos en los cerdos vacunados
con el plasmido que contenia el ORF7 después del
desafio con una cepa homoéloga del PRRSV; sin
embargo, esta es la proteina mas inmunogénica
del virus y contra la cual se crean anticuerpos en la
etapa inicial de la infeccion.’® También se observaron
anticuerpos dirigidos a Nsp2 y GP4 tras la inoculacion;
sin embargo, después de retar a los cerdos con una
cepa del PRRSV no se observé ninguna respuesta
especifica.’2 Una de las razones probables para la falta
de respuesta ante la vacunacion con GP2, GP3, GP5
y GP6, pudo ser la estrategia de inoculacién (pistola
de genes y el plasmido cubierto de particulas de oro),
ademds en ninglin momento se evalu6 la expresion
de las proteinas virales en el cerdo.’2 Estos resultados
coinciden con los de otros autores para el caso de la
proteina N (plasmido con ORF7); sin embargo, ellos si
encontraron respuesta en la sueroneutralizacion para
la GP5 y GP6.%

Debido a que los AN van dirigidos en su mayoria a
la GP5, se han probado vacunas de ADN contra la GP5
del virus; pero éstas no producen AN, lo que confirma
la importancia de la conformacién de esta proteina.!!!
Lo anterior se ha comprobado al desarrollar nuevas
vacunas mediante el uso de vectores, como el
adenovirus, que expresan la GP5 y desarrollan AN,
aunque su desarrollo es débil y lento.97113 Ademas
de estos resultados, se demostré que la GP5 formaba
dimeros con la proteina M en las particulas virales,3?
por lo que se han dirigido algunas investigaciones
al desarrollo de vacunas de ADN que expresan
este heterodimero (GPb-proteina M).96.99.114115 ] 0s
resultados obtenidos con estas vacunas muestran que
existe mayor producciéon de AN que cuando se utiliza
la GP5 o la proteina M individualmente. El uso de este
heterodimero desarrolla una respuesta similar a la
descrita antes con el uso del baculovirus, seudorrabia,
adenovirus, etc., que consiste en la produccion de AN,
la cual se desarrolla de manera lenta y débil a partir de
la sexta semana.?597.101.116 Por otra parte, la respuesta de



of vaccines surged, based on the viral genoma
manipulation to introduce specific modifications to
create genetically modified mutant viruses: infectious
clones. The development of these is described as the
complementary DNA formation from the virus, under
a promoter control.1% The importance of the infectious
clones in the development of a vaccine against PRRSV
lies on the fact of directing specific changes in PRRSV
and determining the participation of a specific protein
oran amino acid in the infection, receptor union, etc. Up
to date, American and European prototype infectious
clones are on hand. Punctual modifications in the
necessary sites to form the GP5-M protein heterodimer
have been evaluated. It was found that the N protein 23
cysteine is indispensable to form a homodimer, which
is closely related with the PRRSV infectivity, mutations
in the GP)5 neutralizing epitope, producing infectious
incapable strains.!?> Also, with this technology chimeric
viruses have been develop, which widen the knowledge
of the important factors for virulence, attenuation,
pathogenicity and immunogenicity. Wang et al.126 used
a highly pathogen PRRSV strain (MN184 isolate) and
a vaccinal virus (from modified live virus), to develop
chimeric viruses. One of these contained ORFla and 1b
from the vaccine strain and the structural proteins of the
pathogen strain and vice versa. These chimeric viruses
were used as vaccines and after the PRRSV challenge,
lung lesions decreased, the development of AN showed
a more opportunistic and slightly higher increase than
the original strains.!26

Conclusion

The presence of PRRSV brought a great problem for
the porcine industry, due to the great economic losses
it causes. As consequence of the last, the development
of vaccines and field virus control strategies have
been studied. Up to date, two vaccines that include
attenuated and inactive virus are commercialized.
Although these vaccines have been widely used in field,
the studies carried out analyzing the immune response,
show that these are inefficient to prevent the infection.
However, some farms have had good results in the
control of the disease; nevertheless, the commercial
vaccine of PRRSV modified live virus, while using it in
farms, has introduced new viral strains. Such was the
case in Denmark, in 1996, since the virus while being
only attenuated can cause infection in pigs. The lack of
PRRSV control in the majority of the infected farms has
led to the development of alternative strategies for the
control of the disease. However, these strategies, even
when they help to control the disease, do not resolve
the entire problem. Therefore, new vaccine prototypes
were created that include: DNA vaccines, different
systems of PRRSV antigen expression, development

células T especificas es alta, pero se desarrolla entre la
sexta y octava semanas PI.114

La GP5 de la cepa americana contiene dos epitopes
en el extremo N terminal que producen anticuerpos;
sin embargo, s6lo uno de ellos es neutralizante,
mientras que el otro funciona como senuelo que
provoca la reduccién de AN, lo cual se observa en la
respuesta a la infeccién por PRRSV nativa y en vacunas.
Fang et al.!'7 determinaron si el efecto del epitope
senuelo puede ser reducido o eliminado, con este
propésito se insertd, entre el epitope neutralizante y
el senuelo, una secuencia de aminoacidos conocida
como PADRE (Pan DR helper T cell epitope). Esta consta
de los aminodcidos: AKFVAAWTLKAA,!18 y favorece
la respuesta de AN y produccién de IFN-y.119121 Los
resultados de Fang et al.''” muestran que en ratones, la
produccién de AN es mayor y mds rapida con la vacuna
de ADN, en donde la secuencia de la GP5 contiene
la secuencia PADRE, comparada con la que tiene la
GP5 sin modificaciones. Sin embargo, estos resultados
pueden deberse a la funcién de la secuencia PADRE
como adyuvante y no por la interrupcién del epitope
senuelo en la secuencia de la GP5.117

Para mejorar la respuesta de las vacunas de ADN
también se ha estudiado la administracién de citocinas.
Se ha utilizado IL-2 e IFN-y por su importancia en la
proliferacion celular y la actividad de los linfocitos.
Xue et al'?? encontraron que la administracion de
estas citocinas como adyuvantes en vacunas de ADN
que codifican para ORF5 y ORF7, protegen al cerdo
de las lesiones pulmonares caracteristicas de PRRSV.
También se observé reduccion en cierto grado de la
replicaciéon del virus. Sin embargo, estos resultados
son parciales debido a que el efecto protector fue s6lo
en 33% de los animales cuando se utilizé la IL-2 y en
66% de los animales con el IFN-y. Rompato et al.12
estudiaron el efecto de la IL-2 e IL-4 en el desarrollo
de la respuesta inmune inducida por una vacuna
de ADN que codifica ORF7, utilizando el vector de
expresion phCMV. Los resultados demuestran que la
IL-2 induce una respuesta celular especifica, mientras
que IL-4 parece tener un efecto supresor en este tipo
de respuestas. Estos datos también sugieren que ORF7
puede participar en la reduccion de la carga viral de los
animales infectados con PRRSV, esto ultimo coincide
con otros autores.12?

Una alternativa para mejorar las vacunas de ADN
contra PRRSV es el procesamiento y presentacion
de antigenos a través de la conjugacion de la
ubiquitina con la GP5 en un plasmido. En este caso
la proteina expresada junto a la ubiquitina se dirigio
al proteosoma para ser degradada, con lo que se
favorece el procesamiento y la presentacién, pues
los antigenos degradados por esta via facilitan su
presentacion via MHC I, y permiten la repuesta
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of infectious clones, etc. All these strategies have
contributed to the knowledge of different antigens
that induce a high AN titer, as well as a significant
number of IFN-y production cells; also, the epitopes
that favor these responses have also been located.
Nevertheless, in spite of the obtained improvements
there is still no new vaccine against PRRSV that allows
an optimal response against the virus. For this reason,
new strategies must be explored, either in the use
of new vectors as in the viral strains, the proteins or
peptides involved, as response, with the objective to
develop a more efficacious and safe vaccine.
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celular. Hou et al.'?* determinaron la respuesta inmune
de cerdos vacunados con un plasmido que expresaba
la GP5 conjugada a la ubiquitina porcina. Se observé
aumento en la expresion IFN-y, disminucién de la
carga viral en sangre después del desafio de cerdos
y disminucién en el niamero y severidad de lesiones
en pulmoén de los cerdos desafiados, respecto de los
testigos (vacuna sin la conjugaciéon a ubiquitina y el
del plasmido libre de GP5 y ubiquitina). Sin embargo,
la respuesta de anticuerpos fue nula, probablemente
debido a la rapida degradacién intracelular de la
proteina ubiquitina-GP5, sin dejar un nivel de proteina
suficiente para la interaccion con linfocitos B.

Recientemente surgié una nueva estrategia en
el desarrollo de vacunas, basada en la manipulacién
del genoma viral para introducir modificaciones
especificas para crear virus mutantes genéticamente
modificados: clonasinfecciosas. El desarrollo de éstas se
describe como la formacién de ADN complementario
a partir del virus, bajo el control de un promotor.1% La
importancia de las clonas infecciosas en el desarrollo
de una vacuna contra el PRRSV radica en el hecho
de dirigir cambios especificos en el PRRSV y con ello
determinar la participaciéon de alguna proteina o de
algin aminodcido especificos en la infeccién, unién
a receptores, etc. Actualmente se cuenta con clonas
infecciosas de prototipo americano y europeo. Se
han evaluado modificaciones puntuales en los sitios
necesarios para formar el heterodimero GP5-proteina
M, se encontré que la cisteina 23 de la proteina N
es indispensable para formar un homodimero, el
cual esta estrechamente ligado a la infectividad del
PRRSV, mutaciones en el epitope neutralizante de
GP5, produciendo cepas sin capacidad de infeccién.12
Ademas, con esta tecnologia se han desarrollado
virus quiméricos que amplian el conocimiento de los
factores importantes para la virulencia, atenuacion,
patogenicidad e inmunogenicidad. Wang et al.2
utilizaron una cepa altamente patégena del PRRSV
(aislado MN184) y un virus vacunal (a base de virus
vivo modificado), para desarrollar virus quiméricos.
Uno de éstos contenia ORFla y 1b de la cepa vacunal
y las proteinas estructurales de la cepa patégena y
viceversa. Se utilizaron estos virus quiméricos como
vacunas y después del reto con PRRSV, disminuyeron
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