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El stndrome respiratorio-reproductiYo porcino (PRRS) es deYastador para la industria porcina mundial, \a que causa unas pprdidas econymicas de mis de 664 millones de dylares al axo sylo en los EEUU \ en
la UE. PRRS lo causa un Yirus enYuelto de cadena simple de ARN (PRRSV) de la familia ArteYiridae. El tratamiento \ la cuarentena no son opciones Yiables para la industria porcina, por lo que las Yacunas
profilicticas son la mejor alternatiYa. Las Yacunas comerciales actuales estin fallando en proteger a los lechones. El uso de Yacunas YiYas atenuadas necesarias para una presentaciyn antigpnica completa
preserYa los mecanismos de eYasiyn inmune del Yirus. Por otra parte, la alta diYergencia entre los serotipos del Yirus eYita la reactiYidad cru]ada en la respuesta inmune entre cepas Yirales. Este pro\ecto tiene
como objetiYo desarrollar una nueYa Yacuna contra PRRSV capa] de crear una respuesta inmune completa en lechones que neutralice la infecciyn en una fase temprana contra cualquier serotipo Yiral. Hemos
producido un baculoYirus recombinante para la acumulaciyn del ingrediente actiYo de la Yacuna en cplulas de insecto, en forma de cuerpos proteicos estables formados usando la Tecnologta Zera�. Los test de
e[presiyn en cplulas de insecto confirmaron su Yiabilidad, obteniendo 13 mg/L de anttgeno purificado. Los test preliminares de inmunogenicidad en modelo murino mostraron que la Yacuna es inmunogpnica \
que podrta ser fabricada formulando el producto final en formato liofili]ado. Hemos lleYado a cabo lotes e[perimentales de la Yacuna \ disexamos una prueba e[perimental en lechones para probar la eficacia de
nuestra Yacuna comparindola con Yacunas comerciales.

Dominio que corresponde a
la protetna ZERA�
(tecnologta patentada por
ADL Bionatur). Induce la
agregaciyn de las
protetnas que lo contienen
en cuerpos proteicos de
alta estabilidad. Su uso
tiene una doble funciyn:
Facilitar su purificaciyn e
in\ectar la Yacuna en el
animal como un cuerpo
proteico dando lugar a una
presentaciyn antigpnica de
ma\or intensidad \ con una
ma\or componente Th1.

Contiene secuencias de Yarias protetnas
de PRRSV para enfocar la respuesta
inmune a neutrali]ar ripidamente la
entrada del Yirus en las cplulas diana del
hospedador. Dado que las protetnas
incluidas estin conserYadas entre cepas
de distinto genotipo dentro de la familia de
Yirus PRRSV tipo I, e[tendida en toda
Europa, este candidato podrta dar lugar a
una Yacuna uniYersal paneuropea. Y,
posiblemente a una Yacuna efica] contra
las cepas de PRRSV tipo II e[tendidas en
Amprica \ Asia.

Región de epítopos cortos
seleccionados de otras proteínas
del virus PRRSV que
interaccionan directamente con
los linfocitos T desencadenando
una respuesta celular. Esta
estrategia junto al uso de ZERA®
tiene como objetivo generar una
respuesta mediada por linfocitos T
significativa, de tipo Th1, que
junto a la respuesta humoral
neutralizante generada por el
dominio central, pueda detener la
infección en estadios tempranos.

Figura 1: Estructura del candidato vacunal contra el virus PRRSV basado en la proteína 
recombinante BNT033.

Figura 2: Producciyn de baculovirus recombinantes (stock P0) con el constructo de expresiyn de la
proteína de interés BNT033. El proceso parte de dos tipos de secuencias gpnicas: El Yector de transferencia \ el ADN
con el genoma completo del baculoYirus AcMNPV, preYiamente lineari]ado por digestiyn con endonucleasas que inactiYa
el locus de la poliedrina \ un gen esencial ad\acente. En el Yector de transferencia se encuentra el constructo de
e[presiyn BNT033, con el gen de interps aguas abajo del promotor poliedrina de AcMNPV. Se encuentra flanqueado por
dos regiones homylogas al ADN baculoYtrico para su posterior recombinaciyn, inclu\endo una copia intacta del gen
esencial preYiamente inactiYado. Ambos tipos de ADN se me]claron con lipofectina \ se transfectaron cplulas de oYario
del lepidyptero S. fUXgLSeUda. Las cplulas mediaron la recombinaciyn homyloga dando como resultado Yiriones actiYos,
obteniendo de esta manera el stock P0 tras 5 dtas de cultiYo.

Figura 4: Prueba de concepto de la de expresiyn de BNT033 en células de insecto y
selecciyn de condiciones. A partir del stock P1 se infectaron tres cultiYos de cplulas de la ltnea High
FiYe� de embriyn del lepidyptero T. QL, cada cultiYo a una MOI diferente (0.1, 1 \ 5 qpfu/cplula). Se
tomaron muestras a diferentes tiempos: 24, 48 \ 72 horas tras infecciyn. El resto de los cultiYos se
mantuYieron hasta 96 horas despups de la infecciyn. De todas las muestras se separaron las cplulas \ el
sobrenadante a 3000 rpm, 15 min a 4�C, conserYindose las muestras congeladas a -80�C hasta el
anilisis (Figura 5).

Figura 5. Análisis de la expresiyn de BNT033 en células HighFive�. E[tractos crudos se anali]aron mediante
SDS-PAGE \ comprobamos que la protetna de interps se queda retenida en las cplulas (datos no mostrados). La
acumulaciyn mi[ima BNT033 fue a las 96 horas post-infecciyn (hpi). En el gel de la i]quierda aparecen las muestras
obtenidas a 96 hpi a diferentes MOIs, usadas para purificar con un protocolo desarrollado para cuerpos proteicos (IN), el
descarte del primer laYado (W1) \ las muestras de BNT033 tras el mismo (PB1), el descarte del segundo laYado (W2) \ las
muestras de BNT033 tras el mismo. El polippptido de interps tiene un tamaxo esperado de apro[imadamente 100 KDa. La
banda difusa correspondiente se muestra en recuadros rojos. Es una banda difusa porque BNT033 es un producto
altamente glicosilado. La cantidad de protetna se estimy mediante anilisis de densidad de la banda con la a\uda de una
recta patryn de BSA. No e[isttan diferencias significatiYas entre muestras obtenidas a las diferentes MOIs. El rendimiento
estimado de esta forma fue de 28 mg BNT033/ L de cultiYo. En el gel central aparece el perfil proteico de las muestras
obtenidas a partir de 1L de cultiYo (96 hpi, MOI=1). Para estimar mejor la pure]a de BNT033, sometimos la muestra
purificada (PB3) a tratamiento con PNGasa F para eliminar las N-glicosilaciones. En el gel de la derecha se muestra el
perfil proteico de la muestra antes \ despups del tratamiento. La banda de interps se resuelYe en 2 bandas tras el
tratamiento. Una inferior con el tamaxo esperado para el polippptido BNT033 \ una superior que puede ser una protetna
contaminante del mismo tamaxo molecular. Utili]amos un patryn de BSA para estimar que la pure]a obtenida de BNT033
es del 52%, lo que reduce el rendimiento estimado a 13 mg BNT033/ L cultiYo. Esta pure]a es aceptable en Yacunas para
cerdos. La dosis estimada para una Yacunaciyn es apro[imadamente 300 mcg de anttgeno BNT033, por lo que podrtamos
obtener con el protocolo establecido unas 43 dosis de Yacuna/L de cultiYo.

Figura 6: Prueba de concepto de inmunogenicidad en modelo murino y de viabilidad de
liofilizaciyn para la formulaciyn galénica final. Muestras del principio actiYo del candidato Yacunal
como suspensiyn ltquida en PBS \ liofili]ada se enYiaron al CSIC (Granada) para la inmuni]aciyn de
ratones C57bl/6 transgpnicos con receptor del MHC-I humani]ado. Se inmuni]aron Yta intra muscular
con una dosis de 5 mcg de anttgeno, 3 Yeces cada 3 semanas. En la grifica se representan los
resultados del anilisis de seroconYersiyn de los ratones mediante medida de IgG sprica total en un
ensa\o ELISA de reconocimiento del propio anttgeno Yacunal. Ambos tipos de formulaciones, ltquida
(G9A) \ liofili]ada (G9B) dieron lugar a seroconYersiyn con la misma intensidad, abriendo la posibilidad
de conserYar liofili]ado al candidato Yacunal, una caractertstica Yentajosa que facilita su transporte, sin
necesidad de respetar la cadena de frto.

Figura 7: Ensayo de eficacia en lechones mediante desafío con una cepa europea de PRRS y comparaciyn
con vacunas comerciales. Disexo de un ensa\o en curso para anali]ar la eficacia del candidato Yacunal BNT033. Se
esti reali]ando en la empresa A.M. Animalia Bian\a (Girona). Cinco grupos (N= 8 lechones) se inmuni]arin con 2 Yacunas
comerciales, el candidato BNT033 formulado con un ad\uYante tipo emulsiyn agua:aceite de la familia Montanide� \ con
solo el ad\uYante. Grupo 1: Yacuna comercial del tipo YiYa atenuada (1 dosis). Grupo 2: Yacuna comercial del tipo Yirus
inactiYado (dosis \ recuerdo). Grupo 3: BNT033 + ad\uYante (dosis \ recuerdo). Grupo 4: solo ad\uYante (dosis \
recuerdo). Habri un grupo control negatiYo sin inmuni]ar (no representado). A los 42 dtas todos los cerdos serin
infectados con una cepa Yirulenta de PRRSV tipo 1. Antes de la segunda inmuni]aciyn, antes del desafto \ cada semana a
partir de pste, se lleYarin a cabo muestreos periydicos de sangre \ suero. A partir del suero se mediri la respuesta
humoral mediante anilisis de IgG por ELISA \ carga Yiral por RT-qPCR. A partir de cplulas mononucleares de la sangre
(PBMCs) mediremos la respuesta mediada por linfocitos mediante estimulaciyn de PBMCs con Yirus inactiYado de PRRS \
anilisis de citoquinas Th1 \ Th2 por citometrta de flujo. Ademis, se lleYari un seguimiento de la ganancia media diaria de
peso de los cerdos \ de la carga Yiral en tejido nasal \ saliYa, tambipn por RT-qPCR. Tres semanas despups de la
infecciyn se sacrificarin todos los animales \ se obserYari en microscopio los daxos tisulares \ patologtas celulares en el
sistema respiratorio de los animales. Los resultados de este ensa\o se anali]arin e incluirin en el pro\ecto fin de mister.
La comparaciyn entre los grupos permitiri contrastar si BNT033 es capa] de generar una respuesta neutrali]ante ripida
contra el Yirus PRRSV con alta componente celular.

Figura 3: Amplificaciyn del stock de baculovirus para obtener el banco viral de trabajo
(WRUkiQg ViUal BaQk o stock P1). El stock P0 fue sometido a control de calidad, consistente en
anali]ar por PCR si contentan baculoYirus sin inserto \ titulaciyn mediante PCR cuantitatiYa (qPCR). Tras
conocer la titulaciyn se usaron 0.6 mL de stock P0 para infectar 100mL de cplulas Sf9 a multiplicidad de
infecciyn (MOI) 0.1, con el objeto de amplificar el Yolumen \ la titulaciyn del stock Yiral. El cultiYo se
mantuYo en agitaciyn a 28�C durante 5 dtas. Tras eliminar las cplulas por centrifugaciyn suaYe
obtuYimos el stock P1 o WVB. De nueYo se sometiy a control de calidad para descartar la presencia de
Yirus sin el constructo de e[presiyn \ comprobar que la titulaciyn es superior a 108 qPFU/mL. Tras el
p[ito en el control, se aproby el WVB pendiente de reali]ar un test de e[presiyn para comprobar que la
protetna BNT033 se acumula en cplulas de insecto infectadas. El test de e[presiyn se utili]ari de
manera estandari]ada como control de calidad de manera periydica del WVB.
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La inYestigaciyn para la generaciyn del candidato Yacunal BNT033 ha
sido financiada con el apo\o del programa RETOS-COLABORACIÏN de
la Agencia Estatal de InYestigaciyn, conYocatoria 2017, mediante
financiaciyn otorgada al pro\ecto VALORIZACIÏN DE NUEVAS
VACUNAS CONTRA PATÏGENOS RESPIRATORIOS PARA LA
REDUCCIÏN DEL USO DE ANTIBIÏTICOS EN PORCINO (ONE-
HEALTH-RESPIRA), e[pediente RTC-2017-6601-2
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