ES 2376817 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPARA @Namero de publicacién: 2 376 817
@Int. Cl.
C12N 15/34 (2006.01)
CO7K 14/01 (2006.01)
A61K 39/12 (2006.01)
C12N 7/00 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Numero de solicitud europea: 00960628 .6
Fecha de presentacion: 28.08.2000

NUmero de publicacion de la solicitud: 1246920
Fecha de publicacion de la solicitud: 09.10.2002

T3

Tl'tulo: PREVENCION DE AFECCIONES ASOCIADAS CON CIRCOVIRUS-2 PORCINO.

Prioridad:
31.08.1999 US 151564 P
31.05.2000 US 583350

Fecha de publicacion de la mencion BOPI:
20.03.2012

Fecha de la publicacion del folleto de la patente:

20.03.2012

@ Titular/es:
MERIAL
29, Avenue Tony Garnier
69007 Lyon, FR;
UNIVERSITY OF SASKATCHEWAN y
The Queen's University of Belfast

@ Inventor/es:

ELLIS, John Albert;

ALLAN, Gordon, Moore;

MEEHAN, Brian;

CLARK, Edward;

HAINES, Deborah;

HASSARD, Lori;

HARDING, John;

CHARREYRE, Catherine, Elisabeth;
CHAPPUIS, Gilles, Emile;
KRAKOWKA, George, Steve;
AUDONNET, Jean-Christophe, Francis y
MCNEILLY, Francis

Agente/Representante:
Ponti Sales, Adelaida

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2376817 T3

DESCRIPCION
Prevencion de afecciones asociadas con circovirus-2 porcino

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencion se refiere a vectores de ADN y/o composiciones para reducir la carga viral en los
ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El circovirus-2 porcino (PCV-2) se identifico recientemente como un agente que se ha asociado
consistentemente con sindrome multisistémico de emaciacion posdestete (SMEP) en poblaciones porcinas en
varias partes del mundo (Allan y col., 1998; Ellis y col., 1998). Las muestras aisladas de PCV-2 obtenidas de
cerdos infectados en varios paises son virtualmente idénticas genéticamente, y son claramente diferentes del
PCV (CCL33, PCV-1) que fue identificado originariamente en la década de 1970 como un contaminante no
citopatico de la linea celular de rifion porcino (PK/15) (Meehan y col., 1998; Tischer y col., 1974). Los cerdos con
infecciones por PCV-2 adquiridas naturalmente o inducidas experimentalmente se presentan con pérdida de peso
progresiva, taquipnea, disnea e ictericia (Allan y col., 1998; Allan y col., 1999; Ellis y col., 1998; Ellis y col., 1999).
Entre los grandes hallazgos patoldgicos que se han asociado directamente con antigeno de PCV-2 se incluyen
linfadenopatia, neumonia intersticial, hepatitis y nefritis (Allan y col., 1998; Allan y col., 1999; Ellis y col., 1998;
Ellis y col., 1999). Véanse también los documentos WO-A-99/18.214, WO-A-00/01.409, WO-A-99/29.717 y WO-A-
99/29.871. Hasta el presente PCV-2 no se ha relacionado directamente con aborto o lesiones en cerdos fetales.

[0003] Asi, hasta el momento, no se ha propuesto abordar la cuestién de la miocarditis y/o aborto y/o
infeccion intrauterina causados por PCV-2.

OBJETOS Y RESUMEN DE LA INVENCION

[0004] Sorprendentemente se ha encontrado que PCV-2 es un agente causante de miocarditis, aborto e
infeccion intrauterina, asi como sindrome multisistémico de emaciacion posdestete.

[0005] Por definicién, un inmunégeno de PCV-2 pretende comprender PCV-2 vivo atenuado o inactivado, o
subunidad(es) de PCV-2 obtenida(s) por expresion in vitro o por extraccion, o fragmento(s) que comprende(n) al
menos un epitopo de interés que puede obtenerse por sintesis quimica o por expresion recombinante in vitro, asi
como vector(es) recombinante(s) que comprende(n) y que expresa(n) secuencia(s) o fragmento(s) o epitopo(s) in
vivo de genoma de PCV-2 segln se desvela en la presente memoria descriptiva o segin se cita en los
documentos o se refiere en la presente memoria descriptiva.

[0006] Se aplica una definicién similar para un inmunégeno de otro patégeno porcino segln se desvela en
la presente memoria descriptiva.

[0007] Por definicion, una composicion inmundgena desencadena una respuesta inmundgena local o
sistémica. Una composicion de vacuna desencadena una respuesta de proteccion local o sistémica. El término
"composicion inmunégena” incluye una "composicién de vacuna' (ya que el término anterior puede ser
composicién protectora).

[0008] Segln un primer aspecto de la presente invencién se proporciona un primer vector de plasmido de
ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 95% de identidad con ORF13
de cepa Imp1010 de PCV-2, para su uso en la reduccién de la carga viral de PCV-2 en los ganglios bronquiales y
mesentéricos de un cerdo.

[0009] Segun un segundo aspecto de la presente invencion se proporciona una composicion inmundgena
para su uso en la reduccién de la carga viral de PCV-2 en los ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo,
en la que dicha composicion comprende:

a) un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucledtidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2,y

b) un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o
veterinario.
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[0010] Segun un tercer aspecto de la presente invencién se proporciona uso de:

a) un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucledétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2y

b) un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o
veterinario en la preparacion de una composicion inmunégena para su uso en la reduccion de la carga viral
de PCV-2 en los ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo.

[0011] Segun un cuarto aspecto de la presente invencion se proporciona un primer vector de plasmido de
ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 95% de identidad con ORF13
de la cepa Imp1010 de PCV-2, y un segundo vector de plasmido de ADN que comprende una segunda secuencia
de nucledtidos que tiene al menos el 95% de identidad con ORF4 de la cepa Imp1010 de PCV-2, para su uso en
la reduccion de la carga viral de PCV-2 en los ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo.

[0012] Segln un quinto aspecto de la presente invencidn se proporciona una composicion inmunégena
para su uso en la reduccién de la carga viral de PCV-2 en los ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo,
en la que dicha composicion comprende:

a) un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucledétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2,

b) un segundo vector de plasmido de ADN que comprende una segunda secuencia de nucleétidos que
tiene al menos el 95% de identidad con ORF4 de la cepa Imp1010 de PCV-2,y

¢) un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o
veterinario

[0013] Segln un sexto aspecto de la presente invencion se proporciona el uso de:

a) un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2,

b) un segundo vector de plasmido de ADN que comprende una segunda secuencia de nucleétidos que
tiene al menos el 95% de identidad con ORF4 de la cepa Imp1010 de PCV-2, y

¢) un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o
veterinario en la preparacion de una composicion inmundégena para su uso en la reduccion de la carga viral
de PCV-2 en los ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo.

[0014] Segun un séptimo aspecto de la presente invencion se proporciona el primer plasmido para su uso
segun el primer aspecto de la presente invencion; o la composicion inmundgena para su uso segun el segundo
aspecto de la presente invencion; o el uso del primer plasmido segun el tercer aspecto de la presente invencion; o
los plasmidos primero y segundo para su uso segun el cuarto aspecto de la presente invencion; o la composicion
inmundgena para su uso segun el quinto aspecto de la presente invencion; o el uso de plasmidos primero y
segundo segun el sexto aspecto de la presente invencion; en el que dicha primera secuencia de nucledétidos es
ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2.

[0015] Segln un octavo aspecto de la presente invencion se proporcionan los plasmidos primero y
segundo para su uso segun el cuarto o el séptimo aspecto de la presente invencién; o la composicion
inmundgena para su uso segun el quinto o el séptimo aspecto de la presente invencion; o el uso de un primer y
segundo plasmido segun el sexto y el séptimo aspecto de la presente invencion; en el que dicha segunda
secuencia de nucledtidos es ORF4 de la cepa Imp1010 de PCV-2.

[0016] Los autores de la invencion describen procedimientos y/o composiciones para la prevencion y/o
tratamiento de miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina causados por PCV-2, asi como sindrome
multisistémico de emaciacién posdestete y/o secuelas patolégicas que incluyen pero no se limitan a sindrome
multisistémico de emaciacion posdestete; y procedimientos para formular dichas composiciones (las
composiciones pueden incluir también un inmundégeno de parvovirus porcino (PPV)) y usos de un inmundégeno de
PCV-2 para formular dichas composiciones.

[0017] Los autores de la invencion describen el uso de inmunégenos de PCV-2 para preparar
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composiciones para prevencion y/o tratamiento de miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina causados por
PCV-2.

[0018] Los autores de la invencion describen el aislamiento y caracterizaciéon de nuevas cepas 1103
(1103/1 P.2) y 1121 (1121/1 P.1) de PCV-2 identificadas, y sus usos para producir inmunégenos, en relaciéon con
miocarditis y/o aborto y/o infeccién intrauterina causados por PCV-2, asi como sindrome multisistémico de
emaciacion posdestete y/o secuelas patoldgicas asociadas.

[0019] Los autores de la invencion describen la inoculacion de cerdas (por ejemplo, cerdas adultas, cerdas
jovenes que no han parido) con una composicion que comprende un (al menos uno) inmunégeno de PCV-2 (la
composicion puede incluir también un inmundégeno de parvovirus porcino) antes de la reproduccion y/o antes de la
inseminacion y/o durante la gestacion (o prefiez); y/o antes del periodo perinatal o de parto y/o repetidamente a lo
largo de la vida, para prevenir miocarditis y/o aborto y/o infeccién intrauterina asociados con PCV-2, asi como
sindrome multisistémico de emaciacion posdestete y otras secuelas patoldgicas asociadas con PCV-2; o, para
desencadenar una respuesta inmunégena o de proteccion frente a PCV-2 y prevenir con ello sindrome
multisistémico de emaciacion posdestete y/o miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina asociados con
circovirus-2 porcino y/u otras secuelas patoldgicas asociadas con PCV-2.

[0020] Ventajosamente, se realiza al menos una inoculacién antes de la inseminacién. También se sigue
ventajosamente de una inoculaciébn que se realizard durante la gestacion, por ejemplo, aproximadamente
mediada la gestacion (aproximadamente en 6-8 semanas de gestacién) y/o al final de la gestacion
(aproximadamente en 11-13 semanas de gestacion). Asi, un régimen ventajoso es una inoculacién antes de la
inseminacién y una inoculacién de recuerdo durante la gestacion. Posteriormente, puede realizarse reinoculacion
antes de cada inseminacion y/o durante la gestacion aproximadamente mediada la gestacion (aproximadamente
en 6-8 semanas de gestacion) y/o al final de la gestacién (aproximadamente en 11-13 semanas de gestacion).
Preferentemente, la reinoculacion puede realizarse solo durante la gestacion.

[0021] En otra forma de realizacion preferida, lechones, como lechones de hembras vacunadas (por
ejemplo, inoculadas segin se expone en la presente memoria descriptiva), son inoculados en las primeras
semanas de vida, por ejemplo, inoculacion con una y/o dos y/o tres y/o cuatro y/o cinco semanas de vida. Mas
preferentemente, los lechones son inoculados por primera vez en la primera semana de vida o en la tercera
semana de vida (por ejemplo, en el momento del destete). Mas ventajoso todavia es que dichos lechones reciban
inoculacion de recuerdo de dos (2) a cuatro (4) semanas mas tarde (después de la primera inoculacion). Asi, tanto
a la progenie como a las cerdas (por ejemplo, cerda adulta, cerda joven que no ha parido) pueden administrarse
composiciones de la invencién y/o pueden ser objeto del rendimiento de los procedimientos de la invencion.

[0022] Los autores de la invencion describen composiciones de vacunas o inmundgenas que comprenden
inmunogeno(s) de cepa(s) 1103 y/o 1121 de PCV-2, para prevenir o tratar miocarditis y/o aborto y/o infeccion
intrauterina asociados con circovirus-2 porcino, asi como sindrome multisistémico de emaciacion posdestete y
otras secuelas patoldgicas asociadas con PCV-2.

[0023] Los autores de la invencion describen ademas usos de un inmundgeno de PCV-2 para formular una
composicién de vacuna o inmundgena para prevenir o tratar miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina
asociados con circovirus-2 porcino, asi como sindrome multisistémico de emaciacion posdestete y otras secuelas
patoldgicas asociadas con PCV-2.

[0024] Adicionalmente, los autores de la invencién describen una composicion de vacuna o inmunogena
para la prevencion y/o tratamiento de miocarditis y/o aborto y/o infeccién intrauterina causados por PCV-2 y/o
sindrome multisistémico de emaciacion posdestete que comprende un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o
adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o veterinario, y un inmundgeno de PCV-2.

[0025] Los autores de la invencion describen que la composicion puede incluir adicionalmente al menos un
inmundgeno entre al menos un patégeno de cerdo adicional, por ejemplo: sindrome reproductivo y respiratorio
porcino (SRRP), Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, E. coli, Bordetella
bronchiseptica, Pasteurella multocida, Erysipelothrix rhusiopathiae, seudorrabia, célera porcino, gripe porcina, y
Parvovirus porcino (PPV). Asi, las composiciones basadas en vectores pueden incluir al menos un inmunégeno
de al menos un patégeno de cerdo adicional, como, por ejemplo, un vector que expresa una secuencia de este
patégeno, en el que el vector puede ser también el vector que expresa el inmunégeno de PCV-2. El vector que
expresa una secuencia de PCV-2 puede comprender una secuencia o fragmento de PCV-2; y la invencion
comprende dichas moléculas de &cidos nucleicos, vectores que los contienen, composiciones que comprenden
dichas moléculas de acidos nucleicos o productos de expresién de vectores a partir de dichas moléculas de
acidos nucleicos, composiciones que comprenden dichos productos de expresion, sondas o cebadores para
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dichas moléculas de é&cidos nucleicos, y procedimientos para preparar y usar cualquiera o la totalidad de lo
anterior.

[0026] Segun la presente invencion, el vector comprende un plasmido de vector de ADN. Los autores de la
invencion describen también los siguientes vectores: una bacteria como E. coli, un virus como baculovirus, un
herpesvirus que incluye virus del herpes porcino, que incluye el virus de la enfermedad de Aujeszky, un
adenovirus que incluye un adenovirus porcino, un poxvirus, que incluye un virus de vacuna, un virus de viruela
aviar, un virus de viruela del canario, un virus de viruela del mapache y un virus de viruela porcina, y similares.
Las composiciones basadas en vectores pueden comprender un vector que contiene y expresa un ORF
seleccionado entre los ORF 4 y/o 13, de un PCV-2, ventajosamente de una cualquiera de las cepas de PCV-2
identificadas en la presente memoria descriptiva y en particular de cepas 1103 y/o 1121. Y, el inmundgeno en las
composiciones (ya sean de PCV-2 y/o de otro patégeno porcino) puede producirse de forma recombinante.

[0027] La palabra plasmido pretende incluir cualquier unidad de transcripcion de ADN en la forma de una
secuencia de polinucleétidos que comprende la secuencia de PCV que se expresara. Ventajosamente, el
plasmido incluye elementos necesarios para su expresion; por ejemplo, expresion in vivo. La forma de plasmido
circular, superhelicoidal u otra, es ventajosa; y, la forma lineal se incluye también dentro del ambito de la
invencién. La composicion de plasmido de vacuna o inmunégena puede administrarse por medio de un cafién de
genes, por via intradérmica a través de un inyector sin aguja, por via subcutdnea o intramuscular, o por via
mucosa, 0 por cualquier otro medio que permita la expresion in vivo, y ventajosamente una respuesta
inmundgena o de proteccion.

[0028] Debe observarse que el producto de expresion generado por vectores o recombinantes que
describen los autores de la invencién puede estar también opcionalmente aislado y/o purificado a partir de células
infectadas o transfectadas; por ejemplo, para preparar composiciones para administracion a cerdos; sin embargo,
en ciertos casos, puede ser ventajoso no aislar y/o purificar un producto de expresion a partir de una célula; por
ejemplo, cuando la célula o partes de la misma potencian el efecto inmunégeno del polipéptido.

[0029] Y se conocen y pueden usarse técnicas para purificacion y/o aislamiento de proteinas, sin
experimentacion innecesaria, para purificar y/o aislar productos de expresion de vectores o recombinantes y/o
subunidades de PCV-2 y/u otros patégenos porcinos, en la practica de la invencién; dichas técnicas, en general,
pueden incluir: precipitacion para aprovechar la solubilidad de la proteina de interés a diversas concentraciones
de sales, precipitacion con disolventes organicos, polimeros y otros materiales, precipitacion por afinidad y
desnaturalizacion selectiva; cromatografia en columna, que incluye cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), cromatografia de intercambio iénico, de afinidad, de inmunoafinidad o de ligando -colorante;
inmunoprecipitacion, filtracion de gel, procedimientos electroforéticos, ultrafiltracion y enfoque isoeléctrico, y sus
combinaciones, entre otros.

[0030] Los autores de la invencion describen procedimientos para la prevencion y/o tratamiento de
miocarditis y/o aborto y/o infeccién intrauterina causados por circovirus-2 porcino (PCV-2) y/o sindrome
multisistémico de emaciacion posdestete y/u otras secuelas patoldgicas asociadas con PCV-2 que comprenden la
induccién de una respuesta inmundgena o de proteccion frente a PCV-2 en un cerdo que comprende la
administracion al cerdo de una composicién mencionada anteriormente o desvelada en la presente memoria
descriptiva.

[0031] Asi, los autores de la invencién describen un procedimiento para la prevencion y/o tratamiento de
miocarditis y/o aborto y/o infeccién intrauterina causados por circovirus-2 porcino (PCV-2) y/o sindrome
multisistémico de emaciacion posdestete y/u otras secuelas patoldgicas asociadas con PCV-2 que comprende la
induccién de una respuesta inmundgena o de proteccién frente a PCV-2 en un cerdo que comprende la
administracion al cerdo de una composicion que comprende un soporte o excipiente o vehiculo aceptable desde
un punto de vista farmacéutico o veterinario, preferentemente con un adyuvante, y un agente activo que
comprende un inmundgeno de PCV-2. El procedimiento puede ser para la prevencion de miocarditis y/o aborto
y/o infeccidn intrauterina causados por PCV-2 que comprende la administracion de una composicién que
comprende un soporte aceptable y un inmunégeno de PCV-2. El procedimiento puede implicar una composicion
gue es una composicion inmunogena de subunidad. El procedimiento puede implicar la composiciéon que incluye
adicionalmente al menos un inmundgeno de al menos un patdgeno porcino adicional, que incluye un vector que
expresa dicho inmundégeno o epitopo; por ejemplo, el al menos un patégeno porcino adicional puede
seleccionarse entre el grupo que consiste en SRRP, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae, E. coli, seudorrabia, célera porcino, Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida,
Erysipelothrix rhusiopathiae, gripe porcina y PPV y combinaciones de los mismos. El procedimiento puede
implicar un vector que es el plasmido de vector de ADN para su uso en la invenciéon o un vector descrito que es
una bacteria como E. coli, un virus como baculovirus, un herpesvirus que incluye virus de la enfermedad de
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Aujeszky, un adenovirus que incluye un adenovirus porcino, un poxvirus, que incluye un virus de la vacuna, un
virus de la viruela aviar, un virus de la viruela del canario y un virus de la viruela porcina, y similares. El
procedimiento puede implicar una composicion basada en vector adicionalmente que incluye al menos una
secuencia, fragmento o epitopo de al menos un patégeno porcino adicional, o un vector que expresa dicha
secuencia, fragmento o epitopo, en el que el vector puede ser también el vector que expresa la secuencia,
fragmento o epitopo de PCV-2. El procedimiento puede implicar un vector que contiene y expresa un ORF
seleccionado entre el grupo que consiste en los ORF 1 a 13, por ejemplo, un ORF seleccionado entre los ORF 4,
7,10 y 13; preferentemente los ORF 4 y/o 13. El procedimiento puede implicar también una composiciéon de base
inmundgena en la que uno o mas del o de los inmunégenos se produce recombinantemente En este
procedimiento, se inocula preferentemente a las hembras y/o los lechones segun se describe anteriormente.

[0032] En otra forma de realizacion, la invencion implica un procedimiento para preparar cualquiera de las
composiciones mencionadas anteriormente o desveladas en la presente memoria descriptiva que comprende la
mezcla del soporte y posiblemente el adyuvante aceptable desde un punto de vista farmacéutico o veterinario, y el
vector de plasmido de ADN. Los autores de la invencién describen un procedimiento que puede incluir ademas la
transfeccion o infeccion de una célula u hospedador con un vector recombinante que contiene ADN que codifica
un inmundgeno de PCV-2 y expresa ese inmundgeno; y opcionalmente la purificacién y/o el aislamiento del
inmundégeno a partir de la célula. Anadlogamente el procedimiento puede incluir el aislamiento y/o purificacion de
un inmunogeno de PCV-2 de PCV-2, o el aislamiento de PCV-2 a partir de una muestra.

[0033] Los autores de la invencion describen también un kit para preparar cualquiera de las composiciones
mencionadas anteriormente o desveladas en la presente memoria descriptiva o para realizar cualquiera de los
procedimientos mencionados anteriormente o desvelados en la presente memoria descriptiva que comprenden en
un primer recipiente el soporte o vehiculo o excipiente aceptable desde un punto de vista farmacéutico o
veterinario y en un segundo recipiente el agente activo que comprende el inmundgeno de PCV-2, en el que el
primer y el segundo recipiente estan envasados opcionalmente juntos, y el kit incluye opcionalmente instrucciones
para la mezcla de ingredientes de la composicién y/o administracion de la composicién.

[0034] Los autores de la invencion describen ademas la administracion de cualquiera de las
composiciones mencionadas anteriormente o desveladas en la presente memoria descriptiva para cerdos machos
y/o hembras; para prevenir la transmision de PCV-2 y prevenir o tratar o controlar miocarditis y/o aborto y/o
infeccion intrauterina asociados con circovirus-2 porcino, asi como sindrome multisistémico de emaciacion
posdestete y otras secuelas patoldgicas asociadas con PCV-2.

[0035] La administracion se realiza preferentemente segun se describe anteriormente.

[0036] El término "que comprende" en esta descripcion puede significar "que incluye" o puede tener el
significaciéon dado comdnmente al término "que comprende” en la Ley de Patentes de EE.UU.

[0037] Se describen otros aspectos de la invencion en, o son evidentes a partir de (y dentro del &mbito de
la invencidn) la siguiente descripcion.

DESCRIPCION DETALLADA

[0038] El circovirus-2 porcino (PCV-2) es un agente asociado con sindrome multisistémico de emaciacion
posdestete (SMEP) en poblaciones porcinas. Segin se muestra en los Ejemplos de referencia 1 y 2, el espectro
potencial de enfermedad asociado a PCV-2 se ha ampliado por la evidencia de transmision vertical y fallo
reproductor asociado.

[0039] En particular, el Ejemplo 1 muestra que se aisl6 PCV-2 a partir de una camada de lechones
abortados de una granja que estaba sufriendo abortos a término y mortinatos. En un lechén estaba presente una
miocarditis difusa grave asociada con tincion inmunohistoquimica extensa para antigeno de PCV-2. Habia
también cantidades variables de antigeno de PCV-2 en el higado, el pulmon y el rifion de mdltiples fetos. La
presencia de otros agentes que se han asociado con lesiones fetales y abortos en ganado porcino que incluyen
parvovirus porcino, virus del sindrome reproductivo respiratorio porcino, virus de encefalomiocarditis y enterovirus
no pudo establecerse.

[0040] Mas en particular, el Ejemplo de referencia 2 muestra que los tejidos obtenidos de 30 rebafios con
buena salud durante un periodo de cuatro afios, y sometidos a ensayo en casos rutinarios de aborto o fallo
reproductivo, fueron positivos para PCV-2 en dos remisiones que afectaban a varios lechones mortinatos y
neonatos no viables que presentaban miocarditis difusa grave, hipertrofia cardiaca y evidencia de congestion
cronica pasiva. Las dos remisiones positivas procedian de la misma granja, pero ocurrieron en dos momentos
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diferentes. La presencia de PCV-2 en los corazones y otros tejidos de lechones afectados se confirmé mediante
inmunohistoquimica y aislamiento de virus. La incapacidad de detectar circovirus porcinos en casos de fallo
reproductivo antes de 1999 en areas de infecciones endémicas sustenta la opinion de que la enfermedad
reproductiva es una nueva manifestacion clinica de infeccion por PCV-2, y sugiere ademas que los modos de
transmision sexuales, asi como verticales, son responsables para la diseminacion virica en la poblacién porcina.

[0041] En consecuencia, la inoculacién de cerdos, por ejemplo, cerdas, como cerdas adultas o cerdas
jovenes que no han parido, con una composicion que incluye al menos un inmundgeno de PCV-2 (por ejemplo,
entre al menos una cepa elegida entre cepas Imp1008, Imp1010, Imp999, Imp1011-48285, Imp1011-48121, 1103
y 1121) (la composicién puede incluir también al menos un inmundgeno a partir de al menos otro patégeno
porcino como, por ejemplo, al menos un parvovirus porcino, en la que cuando se usa un vector el vector puede
coexpresar tanto el o los inmunégenos de PCV-2 como el al menos un inmunégeno del al menos otro patégeno
porcino, por ejemplo, inmundégeno(s) de PPV, entre otros, en particular en un programa de inmunizacion segin se
describe anteriormente, puede prevenir la miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina asociados con PCV-2,
asi como sindrome multisistémico de emaciacion posdestete y otras secuelas patoldgicas asociadas con PCV-2.

[0042] Asi, los autores de la invencion describen procedimientos y composiciones que usan inmundgeno
de PCV-2 para prevenir miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina asociados con circovirus-2 porcino, asi
como sindrome multisistémico de emaciacién posdestete y otras secuelas patoldgicas asociadas con PCV-2. En
particular, el inmundgeno de la cepa 1103 y/o la cepa 1121 es (til para procedimientos y composiciones que usan
inmunoégeno de PCV-2 para prevenir miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina asociados con circovirus-2
porcino.

[0043] Los autores de la invencion describen el uso de cualquier cepa de PCV-2 conocida o inmunégeno
del mismo para formular una composicion de vacuna o inmundgena para prevenir o tratar miocarditis y/o aborto
y/o infeccién intrauterina asociados con PCV-2, asi como sindrome multisistémico posdestete y otras secuelas
patolégicas asociadas con PCV-2 (estas cepas incluyen cepas Imp1008, Imp1010, Imp999, Impl011-48285,
Imp1011-48121, 1103 y 1121), en particular cuando la composicion esta destinada a administrarse a lechones
como, por ejemplo, a lechones de hembras vacunadas y mas en particular a cerdas, en particular a hembras
gestantes o hembras que seran sometidas a inseminacion; y mas en particular segun los programas de
inoculacion definidos anteriormente.

[0044] Més en particular, el uso es para formular dichas composiciones destinadas a prevenir o tratar
miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina asociados con PCV-2, en particular cuando la composicion esta
destinada a administrarse a lechones como, por ejemplo, a lechones de hembras vacunadas y mas en particular a
cerdas, en particular a hembras gestantes o hembras que se someteran a inseminacion; y mas en particular
segun los programas de inoculacién definidos anteriormente.

[0045] El al menos un inmunégeno de al menos otro patégeno porcino puede ser seglin se usa en vacunas
porcinas conocidas o composiciones inmundégenas, o segin el documento WO-98/03.658.

[0046] Las composiciones para su uso en la invencidon pueden prepararse de acuerdo con técnicas
estandar bien conocidos para los expertos en las técnicas veterinarias o farmacéuticas. Dichas composiciones
pueden administrarse en dosis y mediante técnicas bien conocidas para los expertos en las técnicas veterinarias
teniendo en consideracion factores como la edad el sexo, el peso, el estado y el tratamiento particular del cerdo, y
la via de administracion. Las composiciones pueden administrarse en solitario, o pueden coadministrarse o
administrarse en secuencia con otras composiciones descritas en la presente memoria descriptiva (por ejemplo,
otras composiciones que comprenden un inmundégeno de PCV-2) o con otras composiciones profilacticas o
terapéuticas (por ejemplo, otras composiciones de vacunas o inmundégenas porcinas). Asi, la invencion también
proporciona composiciones multivalentes o de "coctel" o en combinacion y procedimientos que las emplean. A
este respecto, se hace referencia a la patente de EE.UU. n° 5.843.456 dirigida a composiciones de rabia y
composiciones de combinacion y usos de las mismas.

[0047] Las composiciones para su uso en la invencion pueden usarse para administracion parenteral o
mucosa, preferentemente por vias intradérmica o intramuscular. En particular para via intradérmica, la inyeccion
puede realizarse usando un inyector sin aguja. Cuando se usa administracion mucosa, es posible usar vias oral,
nasal u ocular.

[0048] En dichas composiciones el o los inmundégenos pueden estar en una mezcla con un soporte,
diluyente o excipiente adecuado como agua estéril, suero fisiolégico salino, glucosa o similares ylo
preferentemente con un adyuvante. Las composiciones pueden estar también liofilizadas o congeladas. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares como agentes amortiguadores de pH, adyuvantes,
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conservantes, excipientes de polimero usados para vias mucosas, y similares, dependiendo de la via de
administracion y la preparacion deseadas.

[0049] Pueden consultarse los textos estandar, como "REMINGTONS PHARMACEUTICAL SCIENCE",
172 edicion, 1985, para preparar preparaciones adecuadas, sin experimentacion innecesaria. Las dosificaciones
adecuadas pueden basarse también en el texto de la presente memoria descriptiva y los documentos citados en
la presente memoria descriptiva.

[0050] Los adyuvantes son sustancias que potencian la respuesta inmunitaria a inmundgenos. Los
adyuvantes pueden incluir hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio, saponinas por ejemplo, Quil A, emulsion de
agua en aceite, emulsion de aceite en agua, emulsion de agua en aceite en agua. La emulsién puede basarse en
particular en aceite de parafina liquida ligero (tipo Farmacopea Europea); aceite isoprenoide como escualano o
escualeno; aceite resultante de la oligomerizacion de alquenos, en particular de isobuteno o deceno; ésteres de
acidos o de alcoholes que contienen un grupo alquilo lineal, mas en particular aceites de vegetales, oleato de
etilo, di(caprilato/caprato) de propilenglicol, tri(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de
acidos o de alcoholes grasos ramificados, en particular ésteres de acido isoestearico. El aceite se usa en
combinacion con emulsionantes para formar la emulsion. Los emulsionantes son preferentemente tensioactivos
no ionicos, en particular ésteres de sorbitan, de manida (por ejemplo oleato de anhidromanitol), de glicol, de
poliglicerol, de propilenglicol y de acido oleico, isoestearico, ricinoleico o hidroxiestearico, que estan
opcionalmente etoxilados, y bloques de copolimero de polioxipropileno-polioxietileno, en particular los productos
de Pluronic®; especialmente L121. Véase Hunter y col., The Theory and Practical Application of Adyuvants (Ed.
Stewart-Tull, D. E. S.). John Wiley and Sons, NY, pag. 51-94 (1995) y Todd y col., Vaccine 15:564-570 (1997).

[0051] Por ejemplo, es posible usar la emulsion SPT descrita en la pagina 147 de "Vaccine Design, The
Subunity and Adyuvant Approach” editado por M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995, y la emulsion MF59
descrita en la pagina 183 de este mismo libro.

[0052] Por ejemplo la vacuna que contiene adyuvante se prepara de la siguiente forma: el 67% v/v de fase
acuosa que comprende el inmundgeno se emulsiona en el 2,3% p/v de oleato de anhidromanitol, el 2,6% p/v de
acido oleico etoxilado con 11 OE (6xido de etileno) y el 28,1% v/v de aceite de parafina liquida ligero (tipo
Farmacopea Europea) con la ayuda de un turbomezclador emulsionante.

[0053] Un procedimiento alternativo para preparar la emulsion consiste en emulsion, por pasos a través de
un homogeneizador de alta presion, una mezcla del 5% p/v de escualano, el 2,5% p/v de Pluronic® L121, el 0,2%
p/v de un éster de &cido oleico y de anhidrosorbitol etoxilado con 20 EO, el 92,3% v/v de la fase acuosa que
comprende el inmundgeno.

[0054] También es posible formular con polimeros sintéticos (por ejemplo, homo- y copolimeros de acido
lactico y glicélico, que se han usado para producir microesferas que encapsulan inmunégenos, véase Eldridge y
col., Mol. Immunol. 28:287-294 (1993), por ejemplo, microesferas biodegradables), con citocinas como IL-2 y IL-12
(véase, por ejemplo, patente de EE.UU. n°® 5.334.379), y GMCSF, ventajosamente GMCSF porcino (factor de
estimulacion de colonias de macréfagos de granulocitos, véase, generalmente, patentes de EE.UU. n° 4.999.291
y 5.461.663, véase también Clark y col., Science 1987, 230:1229; Grant y col., Drugs, 1992, 53:516), entre otros.
Determinados adyuvantes pueden expresarse in vivo con inmundgeno(s) y/o epitopo(s); por ejemplo, citocinas,
GMCSF (véase, por ejemplo, Inumaru y Takamatsu, Immunol. Cell. Biol., 1995, 73:474-76 que se refieren a un
plasmido que codifica y que expresa GM-CSF porcino).

[0055] Un caso adicional de un adyuvante es un compuesto escogido entre los polimeros de acido acrilico
y metacrilico y los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de alquenilo. Los compuestos de adyuvantes
ventajosos son los polimeros de &cido acrilico o metacrilico que estan reticulados, especialmente con éteres de
polialquenilo de azlcares o polialcoholes. Estos compuestos son conocidos por el término carbomero
(Phameuropa Vol. 8, n° 2, junio de 1996). Los expertos en la materia pueden referirse también a la patente de
EE.UU. n°® 2.909.462 que describe dichos polimeros acrilicos reticulados con un compuesto polihidroxilado que
tiene al menos 3 grupos hidroxilo, preferentemente no mas de 8, estando sustituidos los atomos de hidrégeno de
al menos tres hidroxilos por radicales alifaticos insaturados que tienen al menos 2 atomos de carbono. Los
radicales preferidos son los que contienen de 2 a 4 atomos de carbono, por ejemplo vinilos, alilos y otros grupos
etilénicamente insaturados. Los radicales insaturados pueden contener en si otros sustituyentes, como metilo. Los
productos comercializados con el nombre de Carbopolt® (BF Goodrich, Ohio, EE.UU.) son especialmente
apropiados. Estan reticulados con una sacarosa de alilo o con pentaeritritol de alilo. Entre ellos, puede
mencionarse Carbopol® 974P, 934P y 971P. Entre los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de alquenilo,
se prefieren los copolimeros EMA® (Monsanto) que son copolimeros de anhidrido maleico y etileno, lineales o
reticulados, por ejemplo reticulados con éter divinilico. Puede hacerse referencia a J. Fields y col., Nature, 186:
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778-780, 4 de junio de 1960.

[0056] Desde el punto de vista de su estructura, los polimeros de éacido acrilico o metacrilico y los
copolimeros EMA® estan formados preferentemente por unidades basicas de la formula siguiente:

1 Rz
[ |
c

c (CH,) [ (CH,)y— — —
COOH COOH
en la que:
R1, ¥ Rz, que son idénticos o diferentes, representan H o CHg;
x =061, preferentemente x=1; e
y=162,conx+y=2.
[0057] Para los copolimeros EMA®, x = 0 e y = 2. Para los carbémeros, x =y =1.
[0058] La disolucion de estos polimeros en agua conduce a una solucion acida que sera neutralizada,

preferentemente a pH fisiolégico, con el fin de dar la solucion adyuvante en la que se incorporara en si la
composicion inmundgena, inmunoldgica o de vacuna. Los grupos carboxilo del polimero estan entonces en parte
en la forma COQ'". Preferentemente, se prepara una solucidon de adyuvante segun la invencién, especialmente de
carbémero, en agua destilada, preferentemente en presencia de cloruro de sodio, obteniéndose la solucién a pH
acido. Esta solucion de reserva se diluye afiadiéndola a la cantidad deseada (para obtener la concentracion final
deseada), o una parte sustancial de la misma, de agua cargada con NaCl, preferentemente suero salino
fisiologico (NaCl 9 g/l) todo de una vez en varias porciones con neutralizacion simultdnea o subsiguiente (pH 7,3 a
7,4), preferentemente con NaOH. Esta solucién a pH fisioldgico se usara tal cual para su mezcla con la vacuna,
gue puede almacenarse especialmente en forma congelada en seco, liquida o congelada.

[0059] La concentracion del polimero en la composicién final de vacuna puede ser del 0,01% al 2% plv,
por ejemplo, del 0,06 al 1% p/v, por ejemplo, del 0,1 al 0.6% p/v.

[0060] A partir de esta descripcion y del conocimiento de la técnica, el experto en la materia puede
seleccionar un adyuvante adecuado, si lo desea, y la cantidad del mismo para emplear en una composicion
inmundgena para su uso en la invencion, sin experimentacion innecesaria.

[0061] Los autores de la invencion describen que las composiciones inmundgenas para su uso en la
invencion pueden estar asociadas a al menos una vacuna viva atenuada, inactivada o de subunidad, o vacuna
recombinante (por ejemplo, poxvirus como plasmido de ADN o vector) que expresa al menos un inmundgeno o
epitopo de interés a partir de al menos otro patdgeno porcino.

[0062] Se plantean composiciones en formas para diversas vias de administracion para su uso en la
invencion. Y de nuevo, la dosificacion eficaz y la via de administracién estan determinadas por factores
conocidos, como, por ejemplo, la edad, el sexo, el peso y otros procedimientos de cribado que son conocidos y no
requieren experimentacion innecesaria. Las dosificaciones de cada agente activo pueden ser como en los
documentos citados en la presente memoria descriptiva y/o pueden estar comprendidas entre uno o algunos y
varios centenares o miles de microgramos, por ejemplo, de 1 pg a 1 mg, para una composiciéon inmundgena de
subunidad; y, los autores de la invencion describen de 10* a 10™ DICTs, ventajosamente de 10° a 10° DICTso
para una composicién inmundgena o de vacuna inactivada (valoracion antes de inactivacion). Para una
composicién de vacuna o inmundgena viva atenuada descrita, la dosis puede estar entre 10* y 10% DICTso
ventajosamente de 10° y 10° DICTso.

[0063] Los recombinantes o vectores pueden administrarse en una cantidad adecuada para obtener
expresion in vivo que corresponde a las dosificaciones descritas en la presente memoria descriptiva y/o en los
documentos citados en la presente memoria descriptiva. Por ejemplo, los autores de la invencién describen
intervalos adecuados para suspensiones viricas que pueden determinarse empiricamente. El recombinante o
vector virico descrito puede administrarse a un cerdo o infectarse o transfectarse en células en una cantidad de
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aproximadamente al menos 10° ufp; mas é)referentemente de aproximadamente 10* ufp a aproximadamente 10
ufp, por ejemplo, de aproximadamente 10° ufp a aproximadamente 10° ufp, por ejemplo de aproximadamente 10°
ufp a aproximadamente 10° ufp, por dosis, por ejemplo de aproximadamente 2 ml. Y, si se expresa mas de un
producto génico mediante mas de un recombinante, cada recombinante puede administrarse en estas cantidades;
0, cada recombinante puede administrarse de manera que existe, en combinacion, una suma de recombinantes
que comprende estas cantidades.

[0064] En composiciones de plasmido empleadas en la invencién, las dosificaciones puede ser segun se
describe en los documentos citados en la presente memoria descriptiva o segun se describe en la presente
memoria descriptiva. Por ejemplo, las cantidades adecuadas de cada ADN de plasmido en composiciones de
plasmido puede ser de 1 ug a 2 mg, preferentemente de 50 ug a 1 mg. Los documentos citados en la presente
memoria descriptiva en relacion con vectores de plasmido de ADN pueden ser consultados por el experto en la
materia para determinar otras dosificaciones adecuadas para composiciones de vectores de plasmido de ADN de
la invencion, sin experimentacion innecesaria.

[0065] Sin embargo, la dosificacion de la o las composiciones, la concentracién de componentes de las
mismas Yy el tiempo de administracion de la o las composiciones, que desencadenan una respuesta inmunogénica
adecuada, pueden determinarse mediante procedimientos como valoraciones de anticuerpos de sueros, por
ejemplo, por ELISA y/o analisis de ensayo de seroneutralizacion y/o por evaluacién de provocacién de vacunacion
en cerdos. Dicha determinacion no requiere experimentacion innecesaria a partir del conocimiento del experto en
la materia, esta descripcion y los documentos citados en la presente memoria descriptiva. Y, el momento para
administraciones en secuencia puede determinarse analogamente con procedimientos que pueden deducirse a
partir de esta descripcion, y el conocimiento en la materia, sin experimentacion innecesaria.

[0066] El inmun6égeno de PCV-2 puede obtenerse a partir de PCV-2 o puede obtenerse a partir de
expresion recombinante in vitro de gen(es) de PCV-2 o porciones o epitopos de los mismos. Los procedimientos
para preparar y/o usar vectores (0 recombinantes) para expresion pueden realizarse por o ser analogos a los
procedimientos desvelados en: patentes de EE.UU. n° 4.603.112, 4.769.330, 5.174.993, 5.505.941, 5.338.683,
5.494.807, 4.722.848, 5.942.235, 5.364.773, 5.762.938, 5.770.212, 5.942.235, 5.756.103, 5.766.599, 6.004.777,
5.990.091, 6.033.904, 5.869.312, 5.382.425, las publicaciones PCT WO-94/16.716, WO-96/39.491, WO-
95/30.018, Paoletti, "Applications of pox virus vectors to vaccination: An update”, PNAS USA 93:11349-11353,
octubre de 1996, Moss, "Genetically engineered poxviruses for recombinant gene expression, vaccination, and
safety”, PNAS USA 93:11341-11348, octubre de 1996, Smith y col., patente de EE.UU. n°® 4.745.051 (baculovirus
recombinante), Richardson, C.D. (Editor), Methods in Molecular Biology 39, "Baculovirus Expression Protocols"
(1995 Humana Press Inc.), Smith y col., "Production of Huma Beta Interferon in Insect Células Infected with a
Baculovirus Expression Vector”, Molecular and Cellular Biology, Dic., 1983, Vol. 3, n® 12, p. 2156-2165; Pennock y
col., "Strong and Regulated Expression of Escherichia coli B-Galactosidase in Infect Cells with a Baculovirus
vector”, Molecular and Cellular Biology Mar. 1984, Vol. 4, n° 3, p. 399-406; EP-A-0.370.573, solicitud de EE.UU. n°
serie 920.197, registrada el 16 de octubre de 1986, publicacion de patente EP n°® 265.785, patente de EE.UU. n°®
4.769.331 (herpesvirus recombinante), Roizman, "The function of herpes simplex virus genes: a primer for genetic
engineering of novel vectores”, PNAS USA 93:11307-1131. 2 de octubre de 1996, Andreansky y col., "The
application of genetically engineered herpes simplex viruses to the treatment of experimental brain tumors”, PNAS
USA 93:11313-11318, octubre de 1996, Robertson y col., "Epstein-Barr virus vectores for gene delivery to B
lymphocytes”, PNAS USA 93:11334-11340, octubre de 1996, Frolov y col., "Alphavirus-based expression vectors:
Strategies and applications”, PNAS USA 93:11371-11377, octubre de 1996, Kitson y col., J. Virol. 65, 3068-3075,
1991; patentes de EE.UU. n° 5.591.439, 5.552.143, WO0-98/00.166, solicitudes de EE.UU. permitidas n° serie
08/675.556, y 08/675.566 ambas registradas el 3 de julio de 1996 (adenovirus recombinante), Grunhaus y col.,
1992, "Adenovirus as cloning vectors”, Seminars in Virology (Vol. 3) p. 237-52,1993, Ballay y col., EMBO Journal,
vol. 4, p. 3861-65, Graham, Tibtech 8, 85-87, abril de, 1990, Prevec y col., J. Gen Virol. 70, 429-434, PCT WO-
91/11.525, Felgner y col., (1994), J. Biol. Chem. 269, 2550-2561, Science, 259: 1745-49,1993 y McClements y
col., "Immunization with DNA vaccines encoding glycoprotein D o glycoprotein B, alone or in combination, induces
protective immunity in animal models of herpes simplex virus-2 disease”, PNAS USA 93:11414-11420, octubre de
1996, y patentes de EE.UU. n° 5.591.639, 5.589.466 y 5.580.859, asi como los documentos WO-A-90/11.092,
WO-A-93/19.183, WO-A-94/21.797, WO-A-95/11.307, WO-A-95/20.660, Tang y col., Nature 356, 152-154, 1992, y
Furth y col., Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 1992, en relacion con vectores de expresion de ADN, entre
otros. Véase también el documento W0O-98/33.510; Ju y col., Diabetology, 41:736-739, 1998 (expresion y sistema
de lentivirus); Sanford y col., patente de EE.UU. n® 4.945.050; Fischbach y col., (Intracel), el documento WO-
90/01.543; Robinson y col., Seminars in IMMUNOLOGY, vol. 9, pag. 271-283 (1997) (sistemas de vectores de
ADN); Szoka y col., patente de EE.UU. n°® 4.394.448 (procedimiento de introduccion de ADN en células vivas);
McCormick y col., patente de EE.UU. n°® 5.677.178 (uso de virus citopaticos); y patente de EE.UU. n° 5.928.913
(vectores para suministro de genes), asi como otros documentos citados en la presente memoria descriptiva. Los
autores de la invencion describen que un vector virico seleccionado, por ejemplo, a partir de virus de herpes del
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cerdo, como virus de la enfermedad de Aujeszky, adenovirus porcino, poxvirus, especialmente virus de vacuna,
virus de la viruela aviar, virus de la viruela del canario y virus de la viruela porcina, se emplea ventajosamente, asi
como vectores de plasmido de ADN empleados en la practica de la invencion.

[0067] El producto de expresién a partir del o los genes de PCV-2 o porciones de los mismos puede ser util
para generar anticuerpos como anticuerpos monoclonales o policlonales que son Utiles para fines de diagnéstico.
Analogamente, el o los productos de expresion a partir del o los genes de PCV-2 o porciones de los mismos
pueden ser Utiles en aplicaciones de diagnostico.

[0068] Ademas, el experto en la materia puede determinar un epitopo de interés en un inmundgeno de
PCV-2, 0 en un inmundégeno de otro patdégeno porcino, sin experimentacion innecesaria, a partir de la descripcion
de la presente memoria descriptiva y del conocimiento en la materia; véase, por ejemplo, el documento WO-
98/40.500, en relacion con informacion general para determinar un epitopo 0 una region epitopica de interés de
una proteina, entre otros.

[0069] Los autores de la invencion describen que son composiciones de vacuna o inmundégenas
ventajosas: un composicién de vacuna o inmundégena, reunida a partir de un cultivo celular in vitro que ha sido
infectada con una preparacion purificada de PCV-2, como, por ejemplo, una preparacion purificada de circovirus
porcino seleccionada a partir del grupo que consiste en las preparaciones depositadas en la ECACC (European
Collection of Cell Cultures, Centre for Applied Microbiology & Research, Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, RU), con
las siguientes referencias: n° acceso V97100219 (cepa Imp. 1008), n°® V97100218 (cepa Imp. 1010) y n°® acceso
V97100217 (cepa Imp. 999) depositadas el 2 de octubre de 1997, n® acceso V98011608 (cepa Imp. 1011-48285)
y n° V98011609 (cepa Imp. 1011-48121) depositadas el 16 de enero de 1998, n® acceso 00012710 (cepa 1103) y
n® 00012709 (cepa 1121) depositadas el 2 de febrero de 2000, o una composicién de vacuna o inmunégena
formada por circovirus porcino producida en, y aislada a partir de cultivo celular in vitro, habiéndose infectado
estas células con un circovirus porcino susceptible de ser aislado a partir de una muestra fisiol6gica o de una
muestra de tejido, especialmente lesiones, a partir de un cerdo que tiene el sindrome SMEP, por ejemplo, una
composicion en la que el circovirus porcino se ha producido en, y aislado a partir de una linea celular de rifién de
cerdo, por ejemplo, producido en, y aislado a partir de células PK/15 libres de contaminacion con PCV-1; o una
composicién que comprende 0 que se prepara a partir de un extracto de cultivo o sobrenadante, recogido a partir
de un cultivo celular in vitro que ha sido infectado con dicho circovirus. Asi, los autores de la invencién describen
que el circovirus porcino puede ser un inmundgeno.

[0070] Los autores de la invencién describen que la composicion de vacuna inmundgena puede
comprender inmundgenos de PCV-2 y/o inmundgenos de varios circovirus porcinos (que incluyen PCV-2 o varias
cepas de PCV-2, y que incluyen PCV-1), asi como opcionalmente inmundgenos adicionales de otro patégeno
porcino; por ejemplo, SRRP, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, E. coli, seudorrabia,
cOlera porcino, Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida, Erysipelothrix rhusiopathiae, gripe porcina, PPV
(véase también documento WO-A-00/01.409).

[0071] Los autores de la invencion describen que el inmunégeno en la composicién inmunégena para su
uso en la invencidon puede expresarse a partir de un fragmento de ADN que contiene una secuencia de
nucledtidos de PCV-2 o fragmento de los mismos (que codifica ventajosamente al menos un epitopo),
seleccionada por ejemplo a partir del grupo que consiste en las secuencias designadas por las referencias SEQ
ID No: 1, SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 3, SEQ ID No: 4, asi como SEQ ID No: 6 y SEQ ID No: 7 (fig. 1-4 y 6-7). El
inmundgeno en la composicion inmundgena puede expresarse a partir de un fragmento de ADN que contiene un
ORF seleccionado entre los ORF 4 y/o 13, de una cepa de PCV-2, en particular de una de las cepas identificadas
anteriormente (segun se designa en el documento WO-A-99/18.214-véase también tabla 1 a continuacién). Asi,
los autores de la invencion describen que el inmundgeno o una porcién del mismo, por ejemplo, un epitopo de
interés puede obtenerse por expresion in vitro del mismo a partir de un recombinante o un vector. El inmunégeno
puede purificarse y/o concentrarse adicionalmente mediante los procedimientos convencionales.

[0072] Los autores de la invencion describen que el inmundgeno en la composicién inmundgena para su
uso en la invencion puede expresarse in vivo mediante un vector de expresion que comprende un fragmento de
ADN que contiene una secuencia de nucleétidos de PCV-2 o un fragmento de la misma (ventajosamente que
codifica al menos un epitopo), seleccionada por ejemplo entre el grupo que consiste en las secuencias
designadas por las referencias SEQ ID No: 1, SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 3, SEQ ID No: 4, SEQ ID No: 6, asi
como SEQ ID No: 6 y SEQ ID No: 7 (fig. 1-4 y 6-7). Analogamente, el inmundgeno en la composicién inmundgena
puede expresarse in vivo mediante un vector de expresion que comprende un fragmento de ADN que contiene un
ORF seleccionado entre los ORF 4 y/o 13, de una cepa de PCV-2, en particular de una de las cepas identificadas
anteriormente. Es decir, los autores de la invencién describen que la composicion inmundgena puede comprender
un vector de expresion que expresa el inmunégeno o una porcién del mismo, por ejemplo, un epitopo de interés,
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in vivo.

[0073] Segun la invencién el vector de expresion es un vector seleccionado a partir de plasmidos de ADN.
Los autores de la invencion describen también los siguientes vectores: bacterias como E. coli, virus como
baculovirus, herpesvirus como virus de la enfermedad de Aujeszky, adenovirus que incluye adenovirus porcinos,
poxvirus, especialmente virus de vacuna, virus de la viruela aviar, virus de la viruela del canario y virus de la
viruela porcina, entre otros. (El experto en la materia puede referirse también a las solicitudes EE.UU. de
Audonnet y col., y Bublot y col., n° serie 60/138.352 y 60/138.478, respectivamente, las dos registradas el 10 de
junio de 1999, en particular a la descripcion detallada y més en particular a los ejemplos (se proporcionan
extractos de los cuales en "VACUNA DE ADN-PCV Ejemplo 12", y "WVACUNA DE POXVIRUS RECOMBINANTE
DE CIRCOVIRUS PORCINO Ejemplo 13", respectivamente).

[0074] En consecuencia, la invencion incluye vectores de plasmido de ADN que contienen moléculas de
acidos nucleicos. Los autores de la invencion describen también productos de expresion de los mismos,
composiciones que comprenden dichas moléculas de &acidos nucleicos y/o vectores y/o productos de expresion,
asi como procedimientos para preparar y usar cualquiera o la totalidad de estas formas de realizacion. Los
autores de la invencién describen en la presente memoria descriptiva ORF y/o fragmentos que codifican un
inmundgeno o epitopo, asi como moléculas de acidos nucleicos de cepas 1103 y/o 1121, en particular sus ORF 1
a 13, como, por ejemplo, los ORF 4, 7, 10 y 13, preferentemente los ORF 4 y/o 13, y fragmentos de los mismos,
asi como vectores que comprenden estas moléculas de acidos nucleicos, composiciones que comprenden estas
moléculas nucleicas, vectores, o productos de expresion de las mismas, composiciones que comprenden dichos
productos de expresion, cebadores o sondas para dichas moléculas de acidos nucleicos, y usos o procedimientos
gue afectan a estas formas de realizacién, por ejemplo, para detectar, diagnosticar, someter a ensayo para PCV-
2, para inducir una respuesta inmundégena o de proteccion, y similares.

[0075] Los autores de la invencién describen también sondas o cebadores a partir de las cepas 1103 y/o
1121 de PCV-2 que pueden ser utiles, para amplificar ADN de PCV-2, por ejemplo, para preparar un vector de
expresion. Una sonda o cebador puede ser cualquier extension de al menos 8, preferentemente al menos 10, mas
preferentemente al menos 12, 13, 14, 6 15, por ejemplo, al menos 20, por ejemplo, al menos 23 6 25, por ejemplo
al menos 27 6 30 nucledtidos en el genoma de PCV-2 o un gen de PCV-2 que son Unicos para PCV-2, y
posiblemente para estas cepas, 0 que estan en PCV-2 y estdn menos conservados entre la familia de PCV o
circovirus. En cuanto a cebadores o sondas de hibridacién o de PCR y longitudes éptimas de los mismos, se hace
referencia también a Kajimura y col., GATA 7 (4): 71-79 (1990). La hibridacion se realiza ventajosamente en
condiciones de gran fidelidad, en el sentido en que debe entenderse el término "gran fidelidad" entre los expertos
en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook y col., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y. y Hames y Higgins, eds., 1985, Nucleic Acid Hybridizacion,
IRL Press, Oxford, RU). Se entendera que la hibridacion se realiza usando técnicas bien establecidas, que
incluyen pero no se limitan a hibridacion por transferencia Southern, hibridacion por transferencia Northern,
hibridacion in situ y, ventajosamente, hibridacién Southern para fragmentos de ADN amplificados por PCR.

[0076] Como sondas o cebadores, se describen péptidos que no son de proteinas de PCV-2 de longitud
completa y pueden ser cualquier extension de al menos 8, preferentemente al menos 10, mas preferentemente al
menos 12, 13, 14 6 15, por ejemplo, al menos 20, por ejemplo, al menos 23 6 25, por ejemplo al menos 27 6 30
aminoacidos en PCV-2 que son Unicos para PCV-2, y posiblemente para esas cepas, 0 que estan en PCV-2 y
estan menos conservados entre la familia de PCV y/o circovirus. Alternativa o adicionalmente, los aminoacidos
gue no son proteinas de PCV-2 de longitud completa pueden ser una regién epitépica de una proteina de PCV-2.

[0077] Las secuencias de PCV-2 se desvelan en Meehan y col., 1998 (cepa Imp. 1010; ORF1 nucleétidos
398-1342; ORF2 nucledtidos 1381-314; y corresponden respectivamente a ORF4 y ORF13 en la terminologia de
la invencién (véase tabla 1), en la solicitud de EE.UU. n° serie 09/161.092 de 25 de septiembre de 1998 y a COL4
y COL13 en el documento WO-A-99/18.214). En la presente memoria descriptiva se desvelan varias cepas de
PCV-2 y sus secuencias y se denominan ImplO08, Imp999, ImplO11-48285, Imp1011-48121, 1103 y 1121. Se
desvelan otras cepas en A. L. Hamel y col., J. Virol. junio de 1998, vol. 72, 6: 5262-5267 (GenBank AF027217) y
en |. Morozov y col., J. Clinical Microb. Sept 1998 vol. 36, 9: 2535-2541, asi como GenBank AF086834, AF086835
y AF086836. Los autores de la invencion describen el uso de estas secuencias, o de ORF de las mismas, o de
regiones de las mismas que codifican un antigeno o inmundgeno o epitopo de interés.

[0078] La invencion también comprende las secuencias equivalentes a las usadas o mencionadas en la
presente memoria descriptiva y en documentos citados en la presente memoria descriptiva; por ejemplo,
secuencias que son susceptibles de hibridacién a la secuencia de nucle6tidos en condiciones de gran fidelidad
(véase, por ejemplo, Sambrook y col., (1989)).
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[0079] Entre las secuencias equivalentes, pueden mencionarse también los fragmentos génicos que
conservan la inmunogenicidad de la secuencia completa, por ejemplo, un epitopo de interés.

[0080] La homologia entre el genoma completo de PCV tipos 1 y 2 es aproximadamente del 75%. Pero
dentro del tipo 2, la homologia es generalmente superior al 95%. Asi, en la practica de la invencién, el uso de
cualquier cepa de PCV-2 esta comprendido por equivalencia. Un criterio puede ser que la cepa es de tipo 2, por
ejemplo que la homologia en el nivel de nucleétido del genoma completo es igual o mayor que el 85%,
ventajosamente el 90% o0 mas, mas ventajosamente el 95% o mas, preferentemente el 97, el 98 o0 el 99% o mas,
con las cepas desveladas en la presente memoria descriptiva, por ejemplo, la cepa Imp1010.

[0081] Los limites de los ORF de la cepa Imp1010 se dan en la siguiente tabla 1:
Nombre | Inicio Fin Hebra Tamafio de ORF (nucle6tidos (nt)) Tamafio de proteina
(aminoacidos (aa))
ORF1 103 210 Codificante 108 nt 35aa
ORF2 1180 1317 Codificante 138 nt 45 aa
ORF3 1363 1524 Codificante 162 nt 53 aa
ORF4 398 1342 Codificante 945 nt 314 aa
ORF5 900 1079 Codificante 180 nt 59 aa
ORF6 1254 1334 Codificante 81 nt 26 aa
ORF7 1018 704 No codificante 315 nt 104 aa
ORF8 439 311 No codificante 129 nt 42 aa
ORF9 190 101 No codificante 90 nt 29 aa
ORF10 912 733 No codificante 180 nt 59 aa
ORF11 645 565 No codificante 81 nt 26 aa
ORF12 1100 1035 No codificante 66 nt 21 aa
ORF13 314 1381 No codificante 702 nt 213 aa
[0082] Los ORF se definen con respecto a la cepa Imp1010. La invencién también comprende el uso de

los ORF correspondientes en cualquier otra cepa de PCV-2, y cualquiera de las cepas de PCV-2 segln se define
en la presente memoria descriptiva o en documentos citados en la presente memoria descriptiva. Asi, a partir de
la secuencia gendmica de nucledtidos, es una técnica rutinaria la determinacion de los ORF que usan un software
estandar, por ejemplo, MacVector®. Ademas, la alineaciéon de los genomas con los de la cepa 1010 y la
comparacion con los ORF de la cepa 1010 permite al experto en la materia determinar faciimente los ORF en el
genoma para otra cepa (por ejemplo, los desvelados en el documento WO-A-99/18.214, es decir, Impl008,
Impl011-48121, Impl011-48285, Imp999, asi como las nuevas cepas 1103 y 1121). El uso del software o la
realizacién de la alineacién no es experimentacion innecesaria y proporcionan directamente acceso a estos ORF.

[0083] Por ejemplo, en referencia a las fig. 6 y 7, los ORF correspondientes de las cepas 1103y 1121 son
segun se indica en la siguiente Tabla 2:

Nombre | Inicio Fin Hebra Tamafio de ORF (nucledtidos (nt)) Tamafio de proteina
(aminoacidos (aa))

ORF1 1524 1631 Codificante 108 nt 35 aa

ORF2 833 970 Codificante 138 nt 45 aa

ORF3 1016 1177 Codificante 162 nt 53 aa

ORF4 51 995 Codificante 945 nt. 314 aa

ORF5 553 732 Codificante 180 nt 59 aa

ORF6 907 987 Codificante 81 nt 26 aa

ORF7 671 357 No codificante 315 nt 104 aa

ORF8 92 1732 No codificante 129 nt 42 aa

ORF9 1611 1522 No codificante 90 nt 29 aa
ORF10 565 386 No codificante 180 nt 59 aa
ORF11 298 218 No codificante 81 nt 26 aa
ORF12 753 688 No codificante 66 nt 21 aa
ORF13 1735 1037 No codificante 702 nt 213 aa

[0084] También son equivalentes y Utiles en la practica de la invencion las secuencias de nucleétidos que

no cambian la funcionalidad ni la especificidad de la cepa (es decir, de la cepa de tipo 2) del gen considerado o de
los de los polipéptidos codificados por este gen. Naturalmente, las secuencias que difieren a través de la
degeneracion del cédigo estan incluidas en la practica de la invencion.
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[0085] Para ORF4, la homologia entre PCV-1 y PCV-2 es de aproximadamente el 86%, y para ORF13, la
homologia entre PCV-1 y PCV-2 es aproximadamente del 66%. Asi, son también secuencias equivalentes Utiles
en la practica de la presente invencion, para ORF4, aquellas secuencias que tienen una homologia del 95% o
mas homologia con ORF4 de la cepa Imp1010, y para ORF13, aquellas secuencias que tienen una homologia del
95% 0 mas que ORF13 de cepa Imp1010 (usando la terminologia de la tabla 1).

[0086] Para homologia relativa a los otros ORF, que se describen en la presente memoria descriptiva, se
pueden determinar aquellas secuencias que provienen de una cepa de PCV que tiene un ORF4 y/o un ORF13
que tienen una homologia segun se define anteriormente con el ORF correspondiente de la cepa 1010. Para
ORF7, los autores de la invencién describen secuencias que tienen una homologia que es ventajosamente igual o
superior al 80%, mas ventajosamente del 85% o mas, preferentemente del 90% o el 95% o méas con ORF7 de
cepa Impl1010. Para ORF10, los autores de la invencién describen secuencias que tienen una homologia que es
ventajosamente igual o superior al 86%, mas ventajosamente el 90% o mas, preferentemente del 95% o mas con
ORF10 de cepa Imp1010 (usando la terminologia de la tabla 1).

[0087] También, son secuencias equivalentes Utiles en la practica de la presente invencién, para ORF4
aquellas secuencias que tienen una homologia del 95% o mas con ORF4 de la cepa Imp1010, y para ORF13,
aquellas secuencias que tienen una homologia del 95% o mas con ORF13 de cepa Imp1010.

[0088] ORF4 y ORF13 tienen el potencial de codificar proteinas con pesos moleculares predichos de 37,7
kD y 27,8 kD respectivamente. ORF7 y ORF10 (corresponden a ORF3 y ORF4 en Meehan y col., 1998) tienen el
potencial de codificar proteinas con pesos moleculares predichos de 11,9 y 6,5 kD respectivamente. Las
secuencias de estos ORF estan disponibles también en Genbank AF 055392. Los autores de la invencion
describen que pueden incorporarse también en plasmidos y usarse de acuerdo con la invencién en combinacion
con ORF4 y/o ORF13.

[0089] Los otros ORF 1-3y 5, 6, 8-9, 11-12 desvelados en la tabla anterior (COL 1-3y 5, 6, 8-9, 11-12 en
el documento WO-A-9918214), o regién o regiones de los mismos que codifican un antigeno o epitopo de interés
se describen, por ejemplo, en solitario 0 en combinacion o de otro modo entre si o con los ORF 4 y/o 13 o region
o regiones de los mismos que codifican antigeno(s) o epitopo(s). Analogamente, para homologia, se puede
determinar que existen secuencias equivalentes que provienen de una cepa de PCV que tiene un ORF13 y/o un
ORF4 que tienen una homologia segun se define anteriormente con el ORF correspondiente de la cepa 1010
segun se define en la presente memoria descriptiva 0 en Meehan y col.,, 1998. Para ORF7, una secuencia
equivalente tiene una homologia de la misma que es ventajosamente, por ejemplo, igual o superior al 80%, por
ejemplo el 85% o mas, preferentemente el 90% o el 95% o mas con ORF7 de cepa Imp1010. Y, para ORF10,
ventajosamente una secuencia equivalente tiene homologia que es igual o superior al 86%, ventajosamente el
90% o mas, preferentemente que el 95% o mas con ORF10 de cepa Imp1010.

[0090] La homologia de la secuencia de nucleétidos puede determinarse usando el programa "Align" de
Myers y Miller, ("Optimal Alignments in Linear Space", CABIOS 4, 11-17, 1988, y disponible en NCBI). Alternativa
o adicionalmente, el término "homologia" o "identidad", por ejemplo, con respecto a una secuencia de nucleétidos
0 aminoécidos, puede indicar una medida cuantitativa de homologia entre dos secuencias. La homologia de
secuencia porcentual puede calcularse como (Nrer -Nair) * 100/Nrer, €n la que Ngir es el nimero total de residuos no
idénticos en las dos secuencias cuando se alinean y en la que Ny es el numero de residuos en una de las
secuencias. De ahi que la secuencia de ADN AGTCAGTC tenga una semejanza de secuencia del 75% con la
secuencia AATCAATC (Nret = 8; Ngif = 2).

[0091] Alternativa o adicionalmente, la "homologia" o "identidad" con respecto a secuencias puede
referirse al nUmero de posiciones con nucle6tidos 0 amino&cidos idénticos dividido por el nimero de nucle6tidos o
aminoacidos en la mas corta de las dos secuencias en la que la alineacion de las dos secuencias puede
determinarse de acuerdo con el algoritmo de Wilbur y Lipman (Wilbur y Lipman, 1983 PNAS USA 80: 726), por
ejemplo, usando un tamafio de ventana de 20 nucledtidos, una longitud de palabra de 4 nucleétidos, y una
penalizacion de hueco de 4, y puede realizarse convenientemente andlisis asistidos por ordenador e
interpretacion de los datos de secuencias que incluyen alineaciéon usando programas disponibles comercialmente
(por ejemplo, Intelligenetics™ Suite, Intelligenetics Inc. CA.). Cuando se dice que las secuencias de ARN son
similares, o tienen un grado de identidad u homologia de secuencias con secuencias de ADN, la timidina (T) en la
secuencia de ADN se considera igual al uracilo (U) en la secuencia de ARN.

[0092] Las secuencias de ARN dentro del ambito de la invencion pueden obtenerse a partir de secuencias
de ADN, considerando la timidina (T) en la secuencia de ADN igual al uracilo (U) en las secuencias de ARN.
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[0093] Adicional o alternativamente, la semejanza o identidad u homologia de las secuencias de
aminoacidos puede determinarse usando el programa BlastP (Altschul y col., Nucl. Acids Res. 25,3389-3402) y
disponible en NCBI. Las siguientes referencias proporcionan algoritmos para comparar la identidad u homologia
relativa de residuos de aminoacidos de dos proteinas, y adicional o alternativamente con respecto a lo anterior,
las ensefianzas en estas referencias pueden usarse para determinar la homologia o identidad porcentual:
Needleman SB y Wunsch CD, "A general method applicable to the search for similarities in the amino acid
sequences of two proteins”, J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970); Smith TF y Waterman MS, "Comparison of Bio-
sequences". Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981); Smith TF, Waterman MS y Sadler JR,
"Statistical characterization of nucleic acid sequence functional domains”, Nucleic Acids Res., 11:2205-2220
(1983); Feng DF y Dolittle RF, "Progressive sequence alignment as a prerequisite to correct philogenetic trees”, J.
of Molec. Evol., 25:351-360 (1987); Higgins DG y Sharp PM, "Fast and sensitive multiple sequence alignment on a
microcomputer CABIOS, 5: 151-153 (1989); Thompson JD, Higgins DG y Gibson TJ, "ClusterW: improving the
sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighing, positions-specific gap penalties
and peso matrix choice, Nucleic Acid Res., 22:4673-480 (1994); y, Devereux J, Haeberlie P and Smithies O, "A
comprehensive set of sequence analysis program for the VAX". Nucl. Acids Res., 12: 387-395 (1984).

[0094] Los autores de la invencion describen ademés usos de un inmundgeno de PCV-2, ya sea en
solitario 0 en combinacién adicional con un inmundgeno de otro patégeno porcino para generar composiciones
segun la invencién, por ejemplo, mezcla de los ingredientes; y, la invencidon comprende también por tanto kits en
los que los componentes se contienen individualmente y opcionalmente los recipientes se envasan juntos para
mezcla y/o administracion, en la que el kit puede incluir también opcionalmente instrucciones para mezcla y/o
administracion.

[0095] Aunque la invencién se ha expuesto en términos de administracion a composiciones inmunégenas
de cerdas que comprenden un inmundgeno de PCV-2, la invencion puede comprender también la administracion
de dichas composiciones a una cerda adulta o cerda joven que no ha parido y/o a una jabalina segun se describe
en la presente memoria descriptiva. Asi, pueden administrarse composiciones de la invencion a la madre y la
progenie (por ejemplo, cerda adulta, cerda joven que no ha parido) y las jabalinas. En consecuencia, en
poblaciones de cerdos pueden administrarse composiciones para su uso en la invencion.

[0096] Los autores de la invencion describen que las composiciones de vacuna e inmundgenas pueden
comprender inmunoégenos de mas de una cepa de PCV-2. Por ejemplo, es posible combinar inmunégenos de las
cepas 1121 y 1103, a partir de una o las dos de estas cepas con al menos otra cepa desvelada en la presente
memoria descriptiva, o cualquier otra combinacion.

[0097] Los autores de la invencién describen procedimientos que permiten al experto en la materia evaluar
la eficacia de las vacunas frente a PCV-2. Un primer procedimiento es un procedimiento ELISA o con
seroneutralizacion. Un segundo procedimiento es una vacunacion seguida de prueba de provocacion con una
cepa de PCV-2 virulenta, por ejemplo una de las cepas desveladas en la presente memoria descriptiva. En otras
palabras, la invencién permite verificar inmunégenos de PCV, que incluyen inmunégenos de PCV-1, susceptibles
de desencadenar una respuesta inmundgena o de proteccion frente a PCV-2. Dichos inmunégenos de PCV son
Utiles entonces para prevenir o tratar a cerdos en particular frente a miocarditis y/o aborto y/o infeccién intrauterina
asociados con PCV-2, asi como frente a SMEP y/u otras secuelas patoldgicas asociadas con los mismos.

[0098] Los autores de la invencion proporcionan composiciones de vacuna o0 inmundgenas que
comprenden un inmundgeno de PCV y susceptibles de desencadenar una respuesta inmundgena o de proteccion
frente a PCV-2. La invencion se refiere también a procedimientos de inmunizacién o vacunaciéon que usan dicho
inmundgeno, asi como al uso de dicho inmundgeno para producir dicha composicién inmundgena o de vacuna.
[0099] La invencion se describira adicionalmente por medio de los siguientes Ejemplos de referencia,
Ejemplo y resultados, proporcionados con fines de ilustracion y que no deben considerarse una limitacion de la
invencion.

La fig. 1 representa SEQ ID No. 1, la secuencia de ADN de PCV del genoma de la cepa Imp. 1011-48121;

la fig. 2 representa SEQ ID No. 2, la secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp. 1011-48285;

la fig. 3 representa SEQ ID No. 3, la secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp. 999;

la fig. 4 representa SEQ ID No. 4, la secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp. 1010;

la fig. 5 representa SEQ ID No. 5, la secuencia de ADN de referencia del genoma de la cepa PK/15;
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la fig. 6 representa SEQ ID No. 6, la secuencia de ADN del genoma de la cepa 1103, aislada en Alberta,
Canada. k significa g (G) ot (T), y significa ¢ (C) o t (T). Estas variaciones de secuencia se observaron en
la poblacion virica;

la fig. 7 representa SEQ ID No. 7, la secuencia de ADN del genoma de la cepa 1121, aislada en
Saskatoon, Canada;

las fig. 1.1 a 1.5 se describen en el Ejemplo 12;
las fig. 2.1 a 2.6 se describen en el Ejemplo de referencia 13.

EJEMPLO Y RESULTADOS

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 1. MIOCARDITIS, ABORTO E INFECCION INTRAUTERINA
ASOCIADOS CON PCV-2

[0100] Se produjeron abortos a término y partos con mortinatos y lechones momificados en una nueva
instalacion porcina de 450 cerdas que se puso en produccion.

[0101] También se observd seudogestacion en varias cerdas jovenes que no habian parido. Las cerdas
jovenes que no habian parido recibieron dos dosis de una vacuna inactivada que contenian parvovirus e
inmundgenos de leptospiras antes de la reproduccion.

[0102] Una camada recibida para examen post-mortem consistia en nueve fetos que parecieron haber
muerto en diversas fases de la gestacion. Habia 2 lechones momificados, 2 macerados, 3 autoliticos y 2
mortinatos recientes. Se observaron lesiones en un examen patolégico general sélo en un feto autolitico
parcialmente. En este feto los dos ventriculos del corazén estaban dilatados, el higado mostraba hipercrecimiento
y estaba firme y habia hidrotérax y ascitis. Histopatolégicamente, habia areas extensas de degeneraciéon o
necrosis miocardica con edema vy fibrosis leve, y una infiltracién difusa moderada de linfocitos y macréfagos.
Existia congestién hepatica generalizada marcada y pérdida hepatocelular. El bazo y los rifiones también estaban
congestionados. No se detectaron lesiones histolégicas importantes en los demas fetos.

[0103] La tincion inmunohistoquimica para PCV-2 se realiz6 segun se ha descrito anteriormente usando un
antisuero policlonal de conejo y un anticuerpo monoclonal que se produjo frente a PCV- 2 en secciones de tejido
procesado y embebido rutinariamente fijado en formalina (Ellis y col., 1998; Ellis y col., 1999). En el feto con
cardiomiopatia dilatada habia tincion extensa para antigeno de PCV-2 en todo el miocardio afectado. La tincion
era mas extensa en areas de necrosis y parecia afectar principalmente a miocitos. Existia tincion citoplasmica y
nuclear. En mdltiples fetos habia tinciébn extensa en el higado. En algunas secciones parecia afectar
principalmente al endotelio sinusoidal y las células de Kupfer, mientras que en otros fetos, que incluyen el de
miocarditis, habia también tincion nuclear y citoplasmica de hepatocitos. Las células con tincion positiva estaban
dispersas en todo el pulmén, y multifocalmente en el rifién. La reaccion en cadena de la polimerasa para PCV-2
se realiz6 segun se describe anteriormente usando tejido congelado (Ellis y col., 1999). El producto de PCR del
tamafio esperado para PCV-2 se amplificé a partir de tejido fetal. El PCV-2 se aislé del feto con miocarditis y una
reserva de tejidos de otros fetos en la camada inoculando homogeneizados de tejido en células PK-15 libres de
PCV.

[0104] Los tejidos fetales se examinaron también para otros patégenos viricos que se han asociado con
lesion fetal y abortos en ganado porcino, entre ellos parvovirus porcino (PPV), virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRSV), encefalomiocarditis (EMCV) y enterovirus. El antigeno de PPV no se detectd
mediante pruebas de anticuerpos fluorescentes (FAT) en secciones congeladas de pulmoén, higado y bazo a partir
de los fetos momificados o mortinatos. Los homogeneizados de higado, pulmén y bazo de los fetos abortados se
inocularon también en cultivos de células PK-15 libres de PCV, células de trompa de Falopio porcina primarias y
células Vero. Los virus citopaticos no se detectaron después de tres pasadas. Los tejidos dieron resultado
negativo para PPV usando PCR. El antigeno de PRRSV no se detectd por tincion inmunohistoquimica.

[0105] Asi, hubo lesiones fetales y abortos asociados directamente con PCV-2. Estos resultados muestran
también transmision vertical del virus.

[0106] En un estudio anterior, se aisl6 PCV-1 de 2 de 160 fetos de cerdos examinados, lo que implica que

este grupo de virus puede transmitirse verticalmente; sin embargo, el antigeno de PCV-1 no podria asociarse con
ninguna lesion en el tejido (Allan y col., 1995). La exclusion de otros agentes que se han asociado con lesiones
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fetales y abortos en ganado porcino, entre ellos, PPV (Bolt y col., 1997; Molitor y col., 1991), PRRSV (Lager y col.,
1996), EMCV (Kim y col., 1989) y enterovirus (Molitor y col., 1991) indican que el PCV-2 puede causar patologia
fetal importante y aborto posterior.

[0107] El sindrome de emaciacion asociado con infeccion por PCV-2 se produce con la maxima frecuencia
en cerdos de 5-12 semanas de vida (Allan y col., 1998; Ellis y col., 1998). La infeccion experimental de ganado
porcino neonatal indica un periodo prodrémico relativamente largo entre la infeccion y el desarrollo de signos
clinicos asociados con PCV-2 (Allan y col., 1999; Ellis y col., 1999). Los hallazgos de la presente memoria
descriptiva muestran que el virus se transmite verticalmente o en el periodo perinatal. No sélo la transmision
vertical intrauterina de PCV-2 puede terminar en aborto, sino que es posible que los lechones infectados
subletalmente in utero sean animales que desarrollen posteriormente SMEP.

[0108] Ademas, estos resultados muestran que la inoculacién de cerdas con una composicion que
comprende un inmunégeno de PCV-2 (la composiciéon puede incluir también un inmundgeno de otro patégeno
porcino, por ejemplo, parvovirus porcino), antes de la reproduccion o la inseminacion, o antes del periodo
perinatal y/o durante la gestacién puede prevenir miocarditis y/o aborto y/o infeccion intrauterina asociados con
circovirus-2 porcino, asi como sindrome multisistémico de emaciacion posdestete y otras secuelas patolégicas
asociadas con PCV-2, al desencadenar una respuesta inmunoldgica o anticuerpos frente a PCV-2.

[0109] Los autores de la invencién describen que, por supuesto, pueden usarse o aplicarse
composiciones, procedimientos y otros aspectos de la invencion en animales distintos de los cerdos, por ejemplo,
ovejas, bisontes, ganado vacuno, jabalies salvajes, por ejemplo, si el PCV-2 infectara a estos animales.

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 2: MIOCARDITIS, ABORTO E INFECCION INTRAUTERINA
ASOCIADOS CON PCV-2

[0110] La presencia de PCV-2 en lechones neonatales sugiere que la transmision vertical puede ser un
medio importante de transmisién virica. Este modo de transmisién puede estar relacionado no sélo con fallo
reproductivo, sino también con el desarrollo de enfermedad multisistémica mas adelante en la vida. Es de interés
determinar si el PCV-2 previamente indetectado (y el PCV-l) se ha transmitido verticalmente en areas de
produccién porcina en las que el SMEP, y por extension la infeccion por PCV-2, ha sido endémico durante al
menos varios afos.

[0111] Se evaluaron 38 remisiones que afectaban a un fallo reproductivo recibidas en el laboratorio de
diagnostico en el Western College of Veterinary Medicine (WCVM), Universidad de Saskatchewan, Saskatoon,
Canada, durante un periodo de cuatro afios de un total de 30 rebafios de alto nivel de salud en Canada. Cinco de
las granjas de las que se obtuvieron las muestras habian diagnosticado casos de SMEP. Veintisiete de las 38
remisiones (71%) se clasificaron como abortos; cinco de ellas (13%) afectaron también a al menos un feto
momificado. De los 10 casos restantes: 5 afectaron a lechones mortinatos junto con lechones no viables (13%); 2
con mortinatos y uno o mas fetos momificados (5%); 2 con sélo lechones mortinatos (5%); y uno con soélo fetos
momificados (2,5%). Los diagndsticos rutinarios para patégenos distintos de circovirus revelaron 4 casos (11%) en
los que se determiné que la etiologia era de parvovirus porcino y 2 casos (5%) en que los que se determiné que la
etiologia era de origen bacteriano. Se realizaron necropsias generales y se recogieron tejidos y se fijaron en
formalina con tampon (tiempo de fijacion 24-72 h) y, en la mayoria de los casos, se remitieron también tejidos
recientes para evaluacion microbioldgica rutinaria. Ninguno de estos casos se sometié a prueba previamente para
PCV-2.

[0112] La técnica de PCR usada para la deteccién de PCV-1 y PCV-2 se realiz6 seguin se describié
anteriormente (Tischer y col., 1974). PCV-1 no se detect6 por PCR en ninguna remision que comprendiera fallo
reproductivo del periodo de cuatro afios, PCV-2 se detectdé mediante PCR en dos remisiones diferentes que
tenian su origen en la misma unidad de produccién de cerdos multiinstalacién en dos ocasiones separadas en la
primavera del ultimo afio en el periodo de cuatro afios. La primera de estas remisiones comprendia una camada
de lechones con evidencia general de miocarditis, hipertrofia cardiaca y congestion pasiva cronica.

[0113] La identificacion inmunohistoquimica de PCV-2 en tejidos se realizd segin se describe
anteriormente (Tischer y col.,, 1974). La tincidbn inmunohistoquimica (IHC) para PCV-2 fue positiva en los
corazones de los seis lechones que fueron remitidos, mientras que 4 de 6 dieron resultados positivos por PCR de
PCV-2 (véase la Tabla siguiente).
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Tabla: Deteccion de PCV-2 en los corazones fijados con formalina de cerdos con miocarditis por PCR, IHC y
aislamiento virico en cultivo celular.

Tejidos positivos para PCV-2 | PCR IHC Aislamiento de virus
Fijados 5/6 6/6 N/D
Congelados 4/4 N/D 2/4
[0114] La segunda remision de la misma granja consistia en una camada de cuatro lechones en la que 2

fueron mortinatos y otros 2 murieron poco después de nacer. Los cuatro lechones también mostraron evidencia
general de una miocarditis difusa grave, hipertrofia cardiaca y congestién pasiva cronica. S6lo se remitieron
tejidos de corazon congelados recientes y de pulmén/bazo en reserva para su andlisis. La PCR de PCV-2 fue
positiva en los corazones de 2 de los 4 lechones y en los tejidos de pulmén y bazo en reserva de 4 de los 4
lechones. El aislamiento de PCV-2 de corazones afectados y/o tejido de pulmon y bazo en reserva fue positivo en
2 de los 4 casos que fueron positivos para PCV-2 por PCR. Basandose en la serologia y/o en la PCR, otros
agentes asociados con fallo reproductivo en ganado porcino, que incluye virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino y parvovirus porcino, estaban circulando aparentemente en el rebafio de reproduccién. Sin
embargo, no pudo demostrarse que estos agentes estuvieran asociados con las lesiones cardiacas graves (u
otras) en los lechones afectados; pero, pueden contribuir a SMEP.

[0115] PCV-2 no se detect6 mediante PCR o IHC en ningun caso representativo de fallo reproductivo
remitido durante los tres primeros afios del periodo de cuatro afios (se detecté en casos de fallo reproductivo
remitidos durante el Ultimo afio del periodo de cuatro afios). Con el fin de descartar dafios en el ADN debidos a
fijacién en formalina como un posible factor adverso que limite la capacidad de detectar PCV-2 mediante PCR, la
PCR se realizé en tejidos recogidos de cuatro lechones en destete con SMEP, Se amplificé el ADN de PCV-2 en
todos los tejidos fijados sometidos a ensayo, entre ellos: pulmén, higado, rifién y ganglios linfaticos bronquiales,
de los cuatro individuos. Por otra parte, la sensibilidad del PCV-2 por PCR fue independiente de la duracion de
tiempo en la que se fijo cada tejido en formalina.

[0116] Estos resultados confirman y extienden la observacion anterior (West y col., 1999) de que PCV-2
puede transmitirse verticalmente y puede estar presente en grandes cantidades dentro de lesiones de lechones
infectados in utero. La transmision vertical de virus PCV-2 y el dafio fetal resultante, por ejemplo, miocarditis, es
una manifestacion de enfermedad adicional de PCV-2. Ademas, el fallo en la deteccién de PCV-2 en casos de
fallo reproductivo antes del Ultimo afio del periodo de cuatro afios de un area endémica de infeccion por PCV-2
puede indicar que la transmision vertical no fue el mecanismo primario responsable para la diseminacion inicial de
infeccion virica. Los modos de transmision sexual, asi como la vertical, pueden atribuirse a la difusion de la
infeccion por PCV-2 en cerdos.

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 3: CULTIVO Y AISLAMIENTO DE LAS CEPAS DE CIRCOVIRUS
PORCINO

[0117] Los virus 1103 y 1021 se aislaron respectivamente en Alberta, respectivamente en Saskatoon,
Canada, a partir de casos de abortos segun el procedimiento descrito en J. Ellis y col., Can. J. Vet, 1998, vol. 39,
44-51.

[0118] El cultivo virico se efectla en cultivos celulares de PK/15, de los que se sabe que no estan
contaminados con el circovirus porcino (PCV), pestivirus, adenovirus porcinos y parvovirus porcinos (Allan G. y
col., Pathogenesis of porcine circovirus experimental infections of colostrum-deprived piglets and examination of
pig foetal material. Vet. Microbiol. 1995, 44, 49-64).

[0119] Las monocapas de células PK/15 se disocian por tripsinizacion (con una mezcla de tripsina-
verseno) a partir de cultivos confluentes, y se toman en medio MEM-SA que contiene suero de ternera fetal al
15% no contaminado por pestivirus (= medio MEMG) en una concentracion final de aproximadamente 400.000
células por ml. A continuacion se mezclan 10 ml de fracciones alicuotas de esta suspension celular con fracciones
alicuotas de 2 ml de los inéculos descritos anteriormente, y las mezclas finales se reparten en forma alicuota en
volimenes de 6 ml en dos matraces Falcon de 25 cm®. Estos cultivos se incuban a continuaciéon a +37°C durante
18 horas en una atmosfera que contiene CO; al 10%.

[0120] Después de la incubacién, el medio de cultivo de las monocapas semiconfluentes se traté con D-
glucosamina 300 mM (Cat # G48175, Sigma-Aldrich Company Limited, Poole, RU) (Tischr I. y col., Arch. Virol.,
1987 96 39-57), a continuacion se prosiguié con la incubacién durante un periodo adicional de 48-72 horas a
+37°C. Después de esta Ultima incubacion, uno de los dos Falcons de cada in6culo se someti6 a 3 ciclos
sucesivos de congelacién/descongelacion. Las células PK/15 del Falcon restante se trataron con una solucion de
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tripsina-verseno, se volvié a suspender en 20 ml de medio MEM-G, y a continuacion se inoculé en 75 cm? de
Falcons a una concentracion de 400.000 células/ml. Los matraces recién inoculados se sometieron a continuacion
a "superinfeccion" por adicion de 5 ml del lisado correspondiente obtenido después de los ciclos de
congelacion/descongelacion.

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 4: TECNICA PARA LA DETECCION DE PCV POR
INMUNOFLUORESCENCIA

[0121] El cribado inicial de todas las preparaciones de cultivos celulares fijadas con acetona se efectué
mediante una técnica de inmunofluorescencia indirecta (IIF) usando una dilucion 1/100 de una reserva de sueros
de cerdos adultos. Esta reserva de sueros comprende sueros de 25 cerdas adultas de Irlanda del Norte y se sabe
que contiene anticuerpos frente a una amplia variedad de virus porcinos, que incluye PCV: parvovirus porcino,
adenovirus porcino y virus de SRRP. La técnica IF se realizé poniendo el suero (diluido en PBS) en contacto con
los cultivos celulares durante una hora a +37°C, seguido de dos lavados en PBS. A continuacion se tifieron los
cultivos celulares con una dilucion 1/80 en PBS de un anticuerpo de inmunoglobulina anti-cerdo de conejo
conjugada con isotiocianato de fluoresceina durante una hora, y a continuaciéon se lavé con PBS y se monté en
tampon de glicerol antes de la observacion microscépica con luz ultravioleta.

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 5: PRODUCCION DE ANTIGENOS DE PCV POR CULTIVO IN
VITRO

[0122] El cultivo de las células PK/15 no contaminadas y la multiplicacién virica se realizaron segin los
mismos procedimientos que en el Ejemplo de referencia 1. Las células infectadas se recogen después de
tripsinizacion después de 4 dias de incubacién at 37°C y se enumeran. El siguiente paso se inocula con 400.000
células infectadas por ml.

[0123] Las diversas cepas de PCV desveladas en la presente memoria descriptiva, por ejemplo cepas
1103y 1121, se cultivan asi.

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 6: VALORACION DE PCV-2

[0124] La valoracion se realiza en microplacas de 96 pocillos. Primero se introduce una suspension de
células PK/15 (150.000 células por ml) (100 ul por pocillo). A continuacion se realizan diluciones del cultivo virico y
se introducen 100 pl de las mismas en los pocillos. Se realiza incubacion a 37°C con CO,. Después de 24 h, se
realiza un tratamiento con glucosamina media hora a 37°C (para las condiciones véase ejemplo 3). A continuacion
se retira el medio de cultivo y se introduce medio nuevo.

[0125] La incubacion se realiza 72 h a 37°C. La revelacion de los focos se realiza usando un anticuerpo
monoclonal anti-PCV-2 y un conjugado de ratén marcado como FITC.

[0126] Este procedimiento puede usarse en valoracién para preparar PCV-2 inactivado asi como vivo
atenuado.

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 7: INACTIVACION DE LOS ANTIGENOS VIRICOS

[0127] Al final del cultivo virico, las células infectadas se recogen y se lisan usando ultrasonidos (Branson
Sonifier) o con la ayuda de un rotor-estator tipo molino coloidal (UltraTurrax, IKA). A continuacion se centrifuga la
suspension a 3700 g durante 30 minutos. La suspension virica se inactiva con etilenimina al 0,1% durante 18
horas a +37°C o con beta-propiolactona al 0,5% durante 24 horas a +28°C. Si la valoracion del virus antes de la
inactivacion es inadecuada, la suspension virica se concentra por ultrafiltracion usando una membrana con un
corte da 300 kDa (Millipore PTMK300). La suspension virica inactivada se almacena a +5°C.

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 8: PREPARACION DE LA VACUNA EN FORMA DE UNA
EMULSION BASADA EN ACEITE MINERAL

[0128] La vacuna se prepara segun la formula siguiente:

- suspension de circovirus porcino inactivado: 250 ml
- Montanide® ISA 70 (SEPPIC): 750 ml

[0129] La fase acuosa y la fase oleosa se esterilizan por separado por filtracion. La emulsion se prepara
mezclando y homogeneizando los ingredientes con la ayuda de un emulsionante de turbina Silverson.
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[0130] Una dosis de vacuna contiene aproximadamente 10"® DICTso. El volumen de una dosis de vacuna
es de 0,5 ml para administracion por la via intradérmica, y 2 ml para administracion por la via intramuscular.

[0131] Esta vacuna se usa en un programa de vacunacion contra el sindrome multisistémico de
emaciacién en combinacion con la vacuna Parvovax®.

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 9: PREPARACION DE LA VACUNA EN FORMA DE UNA
EMULSION METABOLIZABLE CON BASE DE ACEITE

[0132] La vacuna se prepara segun la férmula siguiente:

- suspension de circovirus porcino inactivado 200 ml
- Dehymuls HRE 7 (Henkel): 60 ml
- Radia 7204 (Oleofina): 740 ml

[0133] La fase acuosa y la fase oleosa se esterilizan por separado por filtracion. La emulsion se prepara
mezclando y homogeneizando los ingredientes con la ayuda de un emulsionante de turbina Silverson.

[0134] Una dosis de vacuna contiene aproximadamente 10”° DICTso. El volumen de una dosis de vacuna
es 2 ml para administracion por la via intramuscular.

[0135] Esta vacuna se usa en un programa de vacunacion contra el sindrome multisistémico de
emaciacién en combinacion con la vacuna Parvovax®.

EJEMPLO/RESULTADO 10: VACUNACION DE LECHONES CON VECTOR (DE PLASMIDO) DE ADN (segln
lainvencién)

[0136] Los grupos de 3 o 4 lechones, alumbrados por ceséarea en el dia O se colocan en aisladores. Los
lechones son vacunados en el dia 2 con (A) un plasmido que comprende ORF 13 o con (B) una mezcla de este
plasmido y otro plasmido que comprende ORF 4, y con una solucion fisiolégica para el grupo de control. Cada
plasmido se diluye en solucion fisiolégica estéril (NaCl al 0,9%) a 250 pg/ul de concentracion final. Se inyecta un
volumen de 2 ml por via intramuscular en dos puntos de 1 ml (1 punto a cada lado del cuello). Se administra una
segunda inyeccion de vacuna o placebo en el dia 14. La vacunaciéon con ADN es bien tolerada por lechones y no
se observa evidencia de reaccion adversa a la vacunacion. Los lechones se someten a prueba de provocacion en
el dia 21 por administracion oronasal de suspension virica de PCV-2, 1 ml en cada orificio nasal. Después de la
prueba de provocacién se pesan los lechones una vez por semana. Se registran las temperaturas rectales en los
dias 17, 21, 22, 24, 27, 29, 31, 34, 37, 41, 44. En el dia 44 se recogen hisopos fecales de cada lechén para
deposicion de PCV-2. El virus se detecta y se cuantifica mediante PCR cuantitativa. En el dia 45 se realizan
necropsias y se recogen muestras de tejidos para aislamiento del virus.

- Sintomas clinicos:

No existen diferencias significativas en cuanto a ganancias de peso corporal medio o temperaturas corporales
medias entre los grupos.

- Lesiones en la necropsia:

El Unico hallazgo general observado en cerdos en la terminacién es linfadenopatia bronquial. Las lesiones se
puntdan segun los siguientes criterios.

0 = sin crecimiento visible de ganglios linfaticos

1 = crecimiento leve de ganglios linfaticos, restringido a ganglios linfaticos bronquiales

2 = crecimiento moderado de ganglios linfaticos, restringido a ganglios linfaticos bronquiales

3 = crecimiento intenso de ganglios linfaticos, extendido a ganglios linfaticos precapsulares
submandibulares bronquiales e inguinales.

dvtp es una abreviatura de desviacion tipica

20



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2376817 T3

Puntuaciones de linfadenopatias

Grupos media dvtp N
(A) 1.2 13 4
(B) 2,0 1,7 3
controles 3,0 0,0 3

N = nimero de lechones en cada grupo

[0137]

0,05) debido al alto valor de las desviaciones tipicas (dvtp).

- Carga viral en tejidos de ganglios linfaticos:

Se realiza reaislamiento virico cuantitativo en homogeneizados de tejidos preparados a partir de ganglios

linfaticos bronquiales y mesentéricos.

[0138]

después de transformacion en logio.

Se observa una reduccion de las lesiones en los ganglios linfaticos en 3 de los 4 lechones
inmunizados con (A) y de 1 de los 3 lechones inmunizados con mezcla (B). Esta diferencia no es significativa (p >

Los datos presentados corresponden a valoraciones de virus en homogeneizados de tejidos

Valoraciones de PCV-2

Grupos GL bronquiales GL mesentéricos
media dvtp media dvtp N
(A) 0,9 0,8 0,9 0,8 4
(B) 0,7 0,6 0,2 0,2 3
Controles 2,0 1,1 1,8 1,1 4
[0139] Los ganglios linfaticos bronquiales parecen contener el virus mas infeccioso. Se observa una

reduccion de la carga viral en ganglios linfaticos bronquiales y mesentéricos a partir de lechones inmunizados con
mezcla (A) o (B). Esta reduccion es significativa (p < 0,05 para la mezcla de plasmidos).

- Excrecion virica:

Se valoran hisopos fecales después de prueba de provocaciéon para deposiciéon de PCV-2 por PCR
basandose en amplificacion de ORF 13 de PCV-2. Cada ensayo se realiza por triplicado en 2 ml de
muestra.

Los controles no vacunados son negativos para PCV-2 antes de la prueba de provocacion y positivos
después de la prueba de provocacion, lo que confirma la validez del ensayo de PCR.

[0140] Los valores se expresan como logio (nUmero de moléculas de ADN de PCV-2 en muestra de 2 pl).
Nimero logio de moléculas de ADN de PCV-2
Grupos media dvtp N
(A) 33 0,3 4
(A) 2,9 0,7 3
Controles 3,6 0,6 4
[0141] Las diferencias entre grupos no son significativas (p > 0,05).

EJEMPLO DE REFERENCIA/RESULTADO 11: VACUNACION DE LECHONES CON VECTOR VIVO DE
VIRUELA DEL CANARIO Y RESULTADOS

[0142] Los grupos de 3 6 4 lechones, obtenidos por ceséarea en el dia 0 se colocan en aisladores. El dia 2
los lechones son vacunados con 10° ufp de (C) una viruela del canario que comprende ORF 13, o (D) una viruela
del canario que comprende ORF 13 y ORF 4, o una viruela del canario parental, en 1 ml de PBS, por via
intramuscular en el lateral del cuello. Se administra una segunda inyeccién de vacuna o placebo en el dia 14. La
vacunacion con viruela del canario es bien tolerada por lechones y no se observa evidencia de reaccién adversa a
la vacunacion. Los lechones se someten a prueba de provocacion en el dia 21 por administracién oronasal de una
suspensioén virica de PCV-2, 1 ml en cada orificio nasal. En el dia 45 se realizan necropsias y se recogen
muestras de tejidos para aislamiento de virus.

Resultados de la necropsia:
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[0143] - SMEP se caracteriza generalmente por linfadenopatia y mas raramente por hepatitis o nefritis. Asi,
se puntlan los hallazgos generales en los ganglios linfaticos para cada lechon de la siguiente forma: 0 = sin
crecimiento visible de ganglios linfaticos; 1 = crecimiento leve de ganglios linfaticos, restringido a ganglios
linfaticos bronquiales; 2 = crecimiento moderado de ganglios linfaticos, restringido a ganglios linfaticos
bronquiales; 3 = crecimiento intenso de ganglios linfaticos, extendido a ganglios linfaticos bronquiales,
submandibulares preescapulares e inguinales.

Grupos Puntuaciones
© 0,5
0,0
0,0
1,0
media 0,38
(D) 0,0
0,5
0,5
1,0
media 0,5
desviacion tipica 0,41
Controles 2,0
25
25
25
media 2,38

desviacion tipica 0,25

[0144] La linfadenopatia bronquial para PCV-2 es un hallazgo general destacado. Se observa una
reduccion importante de la lesion de los ganglios linfaticos en relacion con el grupo de control después de
inmunizacion con (C) y (D) (p <0,05).

PCV vacuna ADN EJEMPLO 12

[0145] Los siguientes pasos son extractos de la solicitud provisional de EE.UU. 60/138.352.

[0146] Las secuencias de PCV-2 usadas en estos ejemplos se obtienen de Meehan y col., ver
anteriormente (ORF1 nucledtidos 398-1342; ORF2 nucledtidos 1381-314; y corresponden respectivamente a
ORF4 y ORF13 en el documento US-09/161.092 del 25 de septiembre de 1998 y a COL4 y COL13 en el
documento WO-A-99/18.214).

[0147] La palabra plasmido pretende aqui cubrir cualquier unidad de transcripcion de ADN en la forma de
una secuencia de polinucleétidos que comprende la secuencia de PCV que se expresard y los elementos
necesarios para su expresion in vivo. Se prefiere la forma de plasmido circular, superhelicoidal o de otro tipo. La
forma lineal se incluye también dentro del &mbito de la invencion.

[0148] Las Figuras muestran los plasmidos denominados pJP109 (que contienen el gen ORF2 de PCV-2,
fig. 1.1), pJP111 (que contiene el gen ORF1 de PCV-2, fig. 1.2) y el plasmido de referencia pJP120 (que contiene
el gen ORF2 de PCV-1, fig. 1.3) y el plasmido de referencia pJP121 (que contiene el gen ORF1 de PCV-1, fig.
1.4).

[0149] Cada plasmido comprende un promotor capaz de asegurar, en las células del hospedador, la
expresion del gen insertado bajo su control. En general es un fuerte promotor eucariota y en particular un
promotor temprano de citomegalovirus CMV-IE, de origen humano o murino, u opcionalmente de otro origen
como, por ejemplo, rata o cobaya. Mas generalmente, el promotor es de origen virico o de origen celular. Como
promotor virico distinto de CMV-IE, puede mencionarse el virus promotor temprano o tardio de virus SV40 o el
promotor LTR de virus de sarcoma de Rous. También puede ser un promotor del virus del cual procede el gen,
por ejemplo el promotor especifico para el gen. Como promotor celular, puede mencionarse el promotor de un gen
de citoesqueleto, como, por ejemplo, el promotor de desmina, o alternativamente el promotor de actina. Cuando
estan presentes varios genes en el mismo plasmido, pueden proporcionarse en la misma unidad de transcripcion
o en dos unidades diferentes.

[0150] Los plasmidos pueden comprender también otros elementos de regulacion de transcripcién como,
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por ejemplo, secuencias de estabilizacion del tipo intron, preferentemente intrén Il del gen B-globina de conejo
(van Ooyen y col., Science, 1979,206: 337-344), secuencia de sefial de la proteina codificada por el gen activador
de plasmindégeno de tejido (tPA; Montgomery y col., Cell. Mol. Biol. 1997, 43: 285-292), y la sefal de
poliadenilacién (poliA), en particular del gen de la hormona de crecimiento bovino (bGH) (documento US-A-
5.122.458) o del gen de B-globina de conejo.

[0151] A continuacion se describen formas de realizacion de plasmidos ilustrativas no limitativas Utiles en
la invencién y ejemplos, tomados con referencia a los dibujos, en los que:

Fig. 1.1: plasmido pJP109
Fig. 1.2: plasmido pJP111
Fig. 1.3: plasmido de referencia pJP120
Fig. 1.4: plasmido de referencia pJP121
Fig. 1.5: plasmido de referencia pJP058

Listado de secuencias SEQ ID

SEQ ID No. 27 oligonucleétido JP779
SEQ ID No. 28 oligonucleétido JP780
SEQ ID No. 29 oligonucleétido JP781
SEQ ID No. 30 oligonucleétido JP782
SEQ ID No. 31 oligonucleétido JP783
SEQ ID No. 32 oligonucle6tido JP784
SEQ ID No. 33 oligonucleétido JP785
SEQ ID No. 34 oligonucleétido JP786

Ejemplo 12.1 Construccién del plasmido pJP109

[0152] El plasmido pGFM7Z-Imp1010 Stoon-EcoRI n® 14 que contiene el genoma del virus PCV-2 en forma
de un fragmento EcoRI (B. Meehan y col., J. Gen. Virol. 1998. 79 2171-2179) fue digerido con EcoRI con el fin de
aislar, después de electroforesis en gel de agarosa, el fragmento EcoRI-EcoRI de 1.768 pares de bases (pb). Este
fragmento estaba autoligado.

[0153] El gen ORF2 del virus PCV-2 cepa 1010-Stoon (B. Meehan y col., J. Gen. Virol. 1998; 79:2171-
2179; secuencia GenBank n° acceso AF055392) se amplificd, usando la plantilla consistente en el fragmento
EcoRI-EcoRI autoligado, por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los siguientes
oligonucledtidos: JP779 (SEQ ID NO 27) (35 mer):

5’'CATCATCATGTCGACATGACGTATCCAAGGAGGCGY

y JP780 (SEQ ID NO 28) (36 mer):

5TACTACTACAGATCTTTAGGGTTTAAGTGGGGGGTC3’

con el fin de generar un fragmento de PCR de 730 pb Este fragmento fue digerido con Sall y Bglll con el fin
de aislar, después de electroforesis en gel de agarosa, el fragmento de restriccion Sall-Bglll de 715 pb A
continuacion, este fragmento se ligd con el plasmido pVR1012 (Hartikka J. y col., Human Gene Therapy.
1996; 7:1205-1217), digerido de antemano con Sall y Bglll, para dar el plasmido pJP109 (5.567 pb) (fig.
1.1).

Ejemplo 12.2: Construccion del plasmido PJ111

[0154] Se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa con el plasmido pGem7Z-Imp1010-Stoon
(véase Ejemplo 12.1) (B. Meehan y col., J. Gen. Virol. 1998. 79. 2171-2179), y los siguientes oligonucledétidos:

JP781 (SEQ ID NO 29) (35 mer):

5'CATCATCATGTCGACATGCCCAGCAAGAAGAATGGY

y JP782 (SEQ ID NO 30) (36 mer):

5 TACTACTACAGATCTTCAGTAATTTATTTCATATGG3’

con el fin de generar un fragmento de PCR de 970 pb que contenia el gen ORF1 gene del virus PCV-2.
Este fragmento fue digerido con Sall y Bglll con el fin de aislar, después de electroforesis en gel de
agarosa, el fragmento de restriccion Sall-Bglll de 955 pb. A continuacion este fragmento se ligdé con el
plasmido pVR1012 (Ejemplo 12.1) para dar el plasmido pJPIII (5810 pb) (fig. 1.2).
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Ejemplo de referencia 12.3: Construccion del plasmido pJP120 (PCV-1 ORF2)
[0155]

Se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa con el plasmido pPCV1 (B. Meehan y col., J. Gen.
Virol. 1997. 78.221-227), y los siguientes oligonucledtidos;

JP783 (SEQ ID NO 31) (35 mer):

5’'CATCATCATGTCGACATGACGTGGCCAAGGAGGCG3T’

y JP784 (SEQ ID NO 32) (40 mer):

5TACTACTACAGATCTTTATTTATTTAGAGGGTCTTTTAGGS3’

con el fin de generar un fragmento de PCR de 730 pb que contenia el gen ORF2 del virus PCV-1 (cepa
PK-15, secuencia de GenBank n°® acceso U49186). Este fragmento fue digerido con Sall y Bglll con el fin
de aislar, después de electroforesis en gel de agarosa, el fragmento de restriccion Sall-Bglll de 715 pb. A
continuacion este fragmento se ligd con el plasmido pVR1012 (Ejemplo 12.1) para dar el plasmido pJP120
(5565 pb) (fig. 1.3).

Ejemplo de referencia 12.4: Construccion del plasmido pJP121 (PCV-1 ORF1)

[0156] El plasmido pPCV1 que contenia el genoma del virus PCV-1 en forma de un fragmento Pstl (B.
Meehan y col., J. Gen. Virol. 19, 78:221-227) fue digerido con Pstl con el fin de aislar, después de electroforesis
en gel de agarosa, el fragmento Pstl-Pstl de 1.759 pares de bases (pb). Este fragmento estaba autoligado.

[0157] El gen ORF1 del virus PCV-1 cepa PK-15 (B. Meehan y col., J. Gen. Virol. 1997, 78, 221-227;
secuencia de GenBank, n® acceso U49186) se amplificd, usando la plantilla consistente en el fragmento Pstl-Pstl
autoligado, por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los siguientes oligonucle6tidos:

JP785 (SEQ ID NO 33) (35 mer):

5'CATCATCATGTCGACATGCCAAGCAAGAAAAGCGG3’

y JP786 (SEQ ID NO 34) (36 mer):

5TACTACTACAGATCTTCAGTAATTTATTTTATATGGY

con el fin de generar un fragmento de PCR de 965 pb que contenia el gen ORF1 del virus PCV-1 (cepa
PK-15). Este fragmento fue digerido con Sall y Bglll con el fin de aislar, después de electroforesis en gel de
agarosa, el fragmento de restriccion Sall-Bglll de 946 pb. A continuacion este fragmento se ligoé con el
pladsmido pVR1012 (Ejemplo 12.1) para dar el plasmido pJP121 (5804 pb) (fig. 1.4).

[0158] Ejemplo de referencia 12.5: Construccion del plasmido pJP058 (que expresa GM-CSF porcino)

[0159] Se recogi6é sangre de cerdo en un tubo que contenia EDTA tomando sangre de la vena yugular. Se
recogieron las células mononucleadas por centrifugado en un gradiente Ficoll y a continuacién se cultivaron in
vitro en medio RPMI 1640 (Gibco-BRL) y se estimularon mediante la adicion de concanavalina A (Sigma) a una
concentracion final de aproximadamente 5 pg/ml en el medio de cultivo. Después de 72 horas de estimulacion, se
recogieron los linfoblastos y se extrajo el ARN total de estas células con el kit de extraccion "Micro-Scale Total
RNA Separator Kit" (Clontech) siguiendo las recomendaciones del fabricante Se realiz6 una reaccion de
transcripcion inversa, realizada con ayuda del kit "1st-Strand cDNA Synthesis Kit" (Perkin Elmer), seguido de una
reaccion en cadena de la polimerasa, en el ARN total extraido a partir de estos linfoblastos porcinos con los
siguientes oligonucleétidos:

RG972 (33 mer):

5TATGCGGCCGCCAGCATGTGGCTGCAGAACCTGY

y RG973 (34 mer):

5TATGCGGCCGCTACGTATCACTTCTGGGCTGGTTY

con el fin de generar un fragmento de PCR de aproximadamente 450 pares de bases (pb). Este fragmento
fue digerido con Notl con el fin de aislar, después de electroforesis en gel de agarosa, el fragmento Notl-
Notl de 450 pb. A continuacién este fragmento se ligé con el plasmido pVR1012 (Ejemplo 12.1),
preferentemente digerido con Notl y desfosforilado, para dar el plasmido pJP058 (5405 pb) (fig. 1.5). Se
verifico la secuencia del gen pGM-CSF clonado en el plasmido pJP058 y se encontré que era idéntica a la
disponible en la base de datos GenBank (n° acceso D21074).

Ejemplo 12.6: Produccion de los plasmidos purificados para la vacunacion de cerdos

[0160] Se transformaron bacterias K12 de Escherichia coli (cepas DH10B o SCS1) con los plasmidos
pJP109, pJP111, pJP058, pJP120 y pJP121 de los Ejemplos 12.1 a 12.5 anteriores. A continuacion se cultivaron
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por separado los cinco clones transformados obtenidos respectivamente con estos cinco plasmidos, con agitacion
a +37°C, en medio de cultivo Luria (LB). Se recogieron los cultivos bacterianos al final de la fase exponencial y se
extrajeron los plasmidos segun la técnica de lisis alcalina. A continuacion se purificaron los plasmidos extraidos en
un gradiente de cloruro de cesio segun la técnica descrita por Sambrook y col., (Molecular Biology: A Laboratory
Manual, 22 edicion, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Después de extraccion final de
bromuro de etidio y precipitacion en presencia de etanol absoluto, se volvieron a suspender los plasmidos
purificados en tampon TE (TrissEDTA 1 mM, pH 8,0) con el fin de obtener soluciones de reserva que contuvieran 2
mg de plasmido por ml. Estas soluciones de reserva se almacenan a -20°C antes de su uso.

Ejemplo 12.7: Control de la expresién de los ORF 1y 2 del virus PCV-2

[0161] Con el fin de controlar los productos de expresion de los genes ORF2 de PCV-2 y ORF1 de PCV-2
ORF1, clonados respectivamente en los plasmidos pJP109 y pJP111, estos plasmidos se sometieron a
transfeccion en células CHO-K1 (ovario de hamster chino) (ATCC n° CCL-61) con Lipofectamine Plus®; kit de
transfeccion (Gibco-BRL, Catalogo 10964-013), siguiendo las recomendaciones del fabricante para su uso.

[0162] 48 horas después de la transfeccion, las células transfectadas se lavan y se fijan con una solucion
de acetona glacial al 95% durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se usaron cinco anticuerpos monoclonales
especificos para las proteinas ORF1 de PCV-2 (F199 1D3GA y F210 7G5GD) y proteinas ORF2 (F190 4C7CF,
F190 2B1BC y F190 3A8BC) como primeros anticuerpos. Se us6 un conjugado IgG antirratén, marcado con Cy3,
para revelar el marcado especifico. Se observo una fluorescencia especifica de PCV-2 con los 3 monoclonales
ORF2 de PCV-2 en las células transfectadas con el plasmido pJP109, pero no en las transfectadas con el
plasmido pJP111. En cambio, se observo una fluorescencia especifica de PCV-2 con los dos monoclonales ORF1
de PCV-2 en las células transfectadas con el plasmido pJP111, pero no en las transfectadas con el plasmido
pJP109. No se detectd fluorescencia con los monoclonales de PCV-2 en células CHO transfectadas con el
pladsmido pVR1012 en solitario o en las células CHO no transfectadas.

[0163] Se obtuvo el mismo resultado de expresién con un suero policlonal especifico para el virus PCV-2.
En este caso, se us6 un conjugado IgG anti-cerdo marcado con fluoresceina para detectar la fluorescencia
especifica. No se detecto fluorescencia con este suero policlonal en células CHO transfectadas con el plasmido
pVR1012 en solitario o en las células CHO no transfectadas.

Ejemplo de referencia 12.8: Vacunacion de cerdos con ADN desnudo
12.8.1. Lechones de un dia de vida

[0164] Los grupos de lechones obtenidos por cesarea en DO del protocolo se colocan en una unidad de
aislamiento. Estos lechones son vacunados a la edad de 2 dias por la via intramuscular con varias soluciones de
vacuna de plasmido. Las soluciones de vacuna se preparan diluyendo las soluciones de reserva en suero salino
fisioldgico estéril (NaCl al 0,9%).

[0165] Los lechones son vacunados:

con el plasmido pJP109 en solitario

o con la mezcla de los plasmidos pJP109 y pJP111

o con la mezcla de los plasmidos pJP109 y el plasmido de referencia pJP058

o con la mezcla de los plasmidos pJP109, pJP111 y el plasmido de referencia pJP058

[0166] Las soluciones de vacuna comprenden 500 pg de cada plasmido. Volumen: Las soluciones de
vacuna se inyectan por la via intramuscular en un volumen total de 2 ml. En la practica, dada la edad de los
lechones en la vacunacioén (1-2 dias), se administra 1 inyeccion de 1 ml en cada lado del cuello (= 2 x 1 ml).

[0167] Se aplican dos inyecciones de vacuna en un intervalo de dos semanas, es decir, en los dias D2 y
D14 del protocolo.

[0168] Se realiza una prueba de provocacion en D21 del protocolo por administracién oronasal de una
suspension virica de una cepa virulenta de PCV-2. A continuacion se vigilan los lechones durante 3 semanas para
observar la aparicion de signos clinicos especificos de sindrome multisistémico de emaciacion posdestete en los
lechones. Los signos que se vigilan son:

temperatura rectal: medida diaria durante los primeros 14 dias, y después dos medidas durante la 32
semana después de la prueba de provocacion.
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Peso: se pesan los lechones justo antes de la prueba de provocacion y después una vez por semana
durante las 3 semanas después de la prueba de provocacion.

Recogida de muestras de sangre para analizar: viremia y anticuerpos: muestras de sangre tomadas en D2,
D14, D21, D28, D35 y D42.

Autopsia: en D42, se da muerte humanamente a los cerdos supervivientes y se someten a autopsia para
buscar lesiones anatomopatoldgicas y para hacer preparados histolégicos del higado, los ganglios
linfaticos, el bazo, los rifiones y el timo en busca de lesiones en estos tejidos.

12.8.2. Lechones de 5-7-semanas

[0169] Se vacuna a los lechones de 5 a 7 semanas de vida, que ya no tienen anticuerpos maternos
especificos para el virus PCV-2, por la via intramuscular:

con el plasmido pJP109 en solitario,

o con la mezcla de los plasmidos pJP109 y pJP111

o con la mezcla de los plasmidos pJP109 y el plasmido de referencia pJP058

o con la mezcla de los plasmidos pJP109, pJP111 vy el plasmido de referencia pJP058

las dosis de vacuna son las mismas que las indicadas en el Ejemplo 12.8.1 (500 ug por plasmido). Las
soluciones de vacuna se inyectan por la via intramuscular en un volumen de 2 ml (una Unica
administracion de 2 ml, en los musculos del cuello).

[0170] Se realizan dos vacunaciones en un intervalo de 21 dias (DO y D21). Se realiza una prueba de
provocacion 14 dias después de la dltima vacunacion (D35) por administracion intramuscular de una suspension
virica de una cepa virulenta de PCV-2.

[0171] A continuacién se vigila a los cerdos durante 8 semanas para observar la aparicion de signos
clinicos especificos del sindrome multisistémico de emaciacion posdestete en lechones. La vigilancia clinica de
los lechones después de la prueba de provocacién es idéntica a la descrita en el Ejemplo 12.8.1 con la excepcion
de que la duracion total de observacion es esta vez de 8 semanas.

Ejemplo de referencia 12.9: Vacunacion de cerdos con ADN formulado con DMRIE-DOPE

[0172] Es posible usar, en lugar de las soluciones de ADN de plasmido desnudo descritas en el Ejemplo
12.8, soluciones de ADN de plasmido, formuladas con DMRIE-DOPE. Se prepara una soluciéon de ADN (que
contiene uno o mas plasmidos segin el Ejemplo 12.6) a 1 mg/ml en NaCl al 0,9%. Se prepara una solucion
DMRIE-DOPE a 0,75 mM mediante captacion de un liofilizado de DMRIE-DOPE en un volumen adecuado de
agua destilada estéril.

[0173] La formacién de los complejos de ADN de plasmido-lipido catiénico se consigue diluyendo, en
partes iguales, la solucion de DMRIE-DOPE a 0,75 mM con la solucién de ADN a 1 mg/ml en NaCl al 0,9%. La
solucion de ADN se introduce gradualmente, con la ayuda de una jeringa montada con una aguja 26G, a lo largo
de la pared del vial que contiene la solucion de lipido catiénico de manera que se evite la formaciéon de espuma.
Se realiza agitacién suave en cuanto las dos soluciones se hayan mezclado. Finalmente se obtiene una
composicién que comprende DMRIE-DOPE 0,375 mM y 500 pg/ml de ADN.

[0174] Es deseable que las dos soluciones usadas estén a temperatura ambiente durante todas las
operaciones descritas anteriormente. La formacion de complejo ADN/DMRIE-DOPE se realiza a temperatura
ambiente durante 30 minutos antes de la inmunizacion de los cerdos.

[0175] A continuacion se vacuna a los cerdos segun las condiciones descritas en los Ejemplos 12.8.1. y
12.8.2.

Vacuna de poxvirus de recombinante de circovirus porcino Ejemplo de referencia 13

[0176] Los siguientes pasos son extractos de la solicitud de EE.UU. n° 60/138.478.

[0177] Este ejemplo se refiere a ORF1 (Meehan y col., 1998; correspondiente a COL4 en la solicitud de
patente francesa 98/03.707), que comprende nt 398-1342 (GenBank numero de acceso AF055392), tiene el
potencial de codificar una proteina con un peso molecular predicho de 37,7 kD. ORF2 (Meehan y col., 1998;
correspondiente a COL13 en la solicitud de patente francesa 98/03.707), que comprende nt 1381-1768 unido a 1-
314 (GenBank numero de acceso AF055392), puede codificar una proteina con un peso molecular predicho de
27,8 kD.
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[0178] Se lograra una mejor comprensiéon de este ejemplo haciendo referencia a los dibujos adjuntos, en
los que:

La fig. 2.1 (SEQ ID NO: 16) muestra la secuencia de nucleétidos de referencia de un fragmento de 3,7
pares de kilobases de ADN de ALVAC que contiene el marco de lectura abierta C6;

la fig. 2.2 muestra el mapa de plasmido de donador pJP102;

la fig. 2.3 (SEQ ID NO: 8) muestra la secuencia de nucledtidos de un fragmento de 2,5 pares de kilobases
a partir del plasmido de donador pJP102 desde los sitios de restriccion Kpnl (posicion 653) a Sacl (posicion
3166);

la fig. 2.4 muestra el mapa de plasmido de donador pJP 105;

la fig. 2.5 muestra el mapa de referencia de plasmido de donador pJP 107,

la fig. 2.6 (SEQ ID NO: 11) muestra la secuencia de nucledtidos de referencia del fragmento de 3,6 pares
de kilobases del plasmido de donador pJP107 desde los sitios de restriccion Kpnl (posicién 653) a Sacl
(posicién 4255).

[0179] Los autores de la invencion describen poxvirus recombinantes que contienen en si una secuencia
de ADN de PCV2 en una region no esencial del genoma del poxvirus. Los poxvirus recombinantes expresan
productos génicos del gen PCV2 extrafio. En particular, se aislaron genes ORF2 y ORF1 que codifican proteinas
de PCV2, se caracterizaron y se insertaron en recombinantes de ALVAC (vector de virus de la viruela del canario).
Las técnicas biologicas usadas son las descritas por Sambrook y col., (1989). Cell Lines and Virus Strains. La
cepa de PCV2 designada como Imp. 1010-Stoon ha sido descrita anteriormente (Meehan y col., 1998). Se aisl6 a
partir de tejidos de ganglios linfaticos mesentéricos de un cerdo enfermo originario de Canada. La clonacion del
genoma de PCV2 genoma fue descrita por Meehan y col., (1998). El plasmido pGem7Z-1mp1010- Stoon-EcoRI n°
14 contiene el genoma de PCV2 como un fragmento EcoRI introducido en el sitio EcoRI del pldsmido pGem-7Z
(Promega, Madison, WI). La secuencia de nucledtidos completa de la cepa de PCV2 Imp. 1010-Stoon ha sido
determinada por Meehan y col., (1998) y esta disponible con el nUmero de acceso de GenBank AF055392.

[0180] El virus de la viruela del canario parental (cepa Rentschler) es una cepa de vacuna para canarios.
La cepa de vacuna se obtuvo a partir de un aislado de tipo genéticamente intacto y se atenu6 a través de mas de
200 pasos en serie en fibroblastos de embriones de pollo. Se sometid6 una semilla virica madre a cuatro
purificaciones en placa sucesivas en agar y se amplificd un clon de placa a través de cinco pasos adicionales
después de los cuales el virus de reserva se usé como virus parental en pruebas de recombinacion in vitro. El
aislado de viruela del canario purificado en placa se designa como ALVAC. ALVAC se registré el 14 de noviembre
de 1996 segun los términos del Tratado de Budapest en la American Type Culture Collection, ATCC ndmero de
acceso VR-2547.

[0181] La generacion de recombinantes de poxvirus implica diferentes pasos: (1) construccién de un
plasmido de insercién que contiene secuencias ("brazos") que flanquean los locus de insercién en el genoma del
poxvirus, y sitio de clonacion mudltiple (MCS) localizado entre los dos brazos de flanqueo (por ejemplo, véase
Ejemplo de referencia 13.1); (2) construccion de plasmidos de donador consistentes en un pladsmido de insercién
en el MCS del que se ha insertado una casete de expresion de gen extrafio (por ejemplo véase Ejemplos 13.2 a
13.5); (3) recombinacion in vitro en cultivo celular entre los brazos del plasmido de donador y el genoma del
poxvirus parental que permite la insercion de la casete de expresion del gen extrafio en el locus apropiado del
genoma del poxvirus, y purificaciéon en placa del virus recombinante (por ejemplo, véase Ejemplo 13.6).

Eijemplo de referencia 13.2 - CONSTRUCCION DE PLASMIDO DE INSERCION DE VIRUELA DEL CANARIO
EN LOCUS C6

[0182] La fig. 2.1 (SEQ ID NO: 16) es la secuencia de un segmento de 3,7 kb de ADN de viruela del
canario. El andlisis de la secuencia revel6 un ORF designado como C6L iniciado en la posicion 377 y terminado
en la posicion 2254. A continuacion se describe un plasmido de insercién C6 construido por delecion del ORF C6
y su sustitucién por un sitio de clonacion multiple (MCS) flanqueado por sefiales de terminacion de transcripcion y
traduccion. Se amplific6 un fragmento de PCR de 380 pb a partir de ADN genémico de viruela del canario usando
cebadores de oligonucleétidos C6A1 (SEQ ID NO: 21) y C6B 1 (SEQ ID NO: 22). Se amplificé un fragmento de
PCR de 1155 pb a partir de ADN gendmico de viruela del canario usando cebadores de oligonucleétidos C6CI
(SEQ ID NO: 23) y C6D1 (SEQ ID NO: 24). Los fragmentos de 380 pb y 1155 pb se fusionaron conjuntamente
mediante su adicion conjunta como plantilla y amplificacién de un fragmento de PCR de 1613 pb usando
cebadores de oligonucleétidos C6A1 (SEQ ID NO: 21) y C6D1 (SEQ ID NO: 24). Este fragmento fue digerido con
Sacl y Kpnl, y se ligd en pBluescript SK+ (Stratazene, La Jolla, CA, EE.UU.) digerido con Sacl/Kpnl. El plasmido
resultante, pC6L fue confirmado por analisis de secuencia de ADN. Consiste en 370 pb de ADN de viruela del
canario en la direccion 5’ de C6 ("brazo izquierdo de C6"), sefial de terminacion temprana de vacuna, codones de
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terminacion de traduccion en seis marcos de lectura, un MCS que contiene sitios Smal, Pstl, Xhol y EcoRlI, sefial
de terminacion temprana de vacuna, codones de terminacion de traduccion en seis marcos de lectura y 1156 pb
de secuencia de viruela del canario en la direccion 3’ ("brazo derecho de C6").

[0183] El plasmido pJP099 se obtuvo de pC6L ligando una casete que contenia el promotor H6 de vacuna
(descrito en Taylor y col., (1988c), Guo y col., (1989), y Perkus y col., (1989)) acoplado con un gen extrafio en los
sitios Smal/EcoRI de pC6L.

[0184] Este plasmido pJP099 contiene un unico sitio ECORV y un Unico sitio Nrul situado en el extremo 3’
del promotor H6, y un Unico sitio Sall situado entre el codon de TERMINACION del gen extrafio y el brazo
izquierdo de C6. El fragmento EcoRVISall o NrulSall de 4,5 kb de pJP099 contiene por tanto la secuencia de
plasmidos (pBluescript SK+; Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.), los 2 brazos C6 y el extremo 5’ del promotor H6
hasta el sitio ECORV o Nrul.

[0185] Secuencias de los cebadores:

Cebador C6A1 (SEQ ID NO: 21)
ATCATCGAGCTCGCGGCCGCCTATCAAAAGTCTTAATGAGTT

Cebador C6B1 (SEQ ID NO: 22)

GAATTCCTCGAGCTGCAGCCCGGGTTTTTATAGCTAATTAGTCATTTTTTC
GTAAGTAAGTATTITTTATTTAA

Cebador G6C1 (SEQ ID NO: 23)

CCCGGGCTGCAGCTCGAGGAATTCTTTITATTGATTAACTAGTCAAATGAG
TATATATAATTGAAAAAGTAA

Cebador C6D1 (SEQ ID NO: 24)
GATGATGGTACCTTCATAAATACAAGTTTGATTAAACTTAAGTTG

Ejemplo 13.2 - CONSTRUCCION DE PLASMIDO DE DONADOR DE ALVAC PARA ORF2 DE PCV2

[0186] El plasmido pGem7Z-Imp1010-Stoon-EcoRINo. 14, que contiene el genoma PCV2 como un
fragmento EcoRlI en plasmido pGem-7Z, fue digerido con EcoRl, y se aisl6 y ligé un fragmento de 1.768 pb.

[0187] Con el fin de insertar el ORF 2 de PCV2 en un vector de insercion de ALVAC apropiado: se usaron
cebadores JP760 (SEQ ID NO: 25) y JP773 (SEQ ID NO: 26) para amplificar ORF 2 de PCV2 a partir del
fragmento EcoRl ligado de 1.768 pb (véase anteriormente) que da como resultado PCR J1304. El cebador JP760
(SEQ ID NO: 25) contiene el extremo 3’ del promotor H6 de EcoRV y el extremo 5 de ORF 2 de PCV2. El cebador
JP773 (SEQ ID NO: 26) contiene el extremo 3’ de ORF 2 de PCV2 seguido por un sitio Sall. A continuacion el
producto de PCR J1304 fue digerido con EcoRV/Sall y se clon6 como un fragmento de 750 pb en un fragmento
EcoRV/Sall de 4,5 kb de pJP099 (véase anteriormente en el Ejemplo 13.1). El plasmido resultante se confirmé por
andlisis de secuencias y se designé como pJP102 (véase el mapa de pJP102 en la fig. 2.2 y la secuencia (SEQ
ID NO: 8) en la fig. 2.3). La secuencia de ORF2 se corresponde con la secuencia disponible en GenBank, nimero
de acceso AF055392. El plasmido de donador pJP102 (linealizado con Notl) se us6 en una prueba de
recombinacion (IVR) in vitro para generar recombinante de ALVAC vCP1614 (véase Ejemplo 13.6).

[0188] Secuencia de los cebadores:

JP760 (SEQ ID NO: 25)

CAT-CAT-CAT-GAT-ATC-CGT-TAA-GTT-TGT-ATC-GTA-ATG-ACG-TAT- CCA-
AGG-AGG-CG
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JP773 (SEQ ID NO: 26)
TAC-TAC-TAC-GTC-GAC-TTA-GGG-TTT-AAG-TGG-GGG-GTC

Eiemplo de referencia 13.3 - CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO DE DONADOR DE ALVAC PARA ORF2 Y
ORF1 DE PCV2

[0189] Se amplific6 ORF 1 de PCV2 mediante PCR usando cebadores JP774 (SEQ ID NO: 9) y JP775
(SEQ ID NO: 10) en el plasmido pGem 7Z-Imp1010-Stoon-EcoRI n°® 14 para dar como resultado PCR J1311. El
cebador JP774 (SEQ ID NO: 9) contiene el extremo 3’ del promotor H6 de Nrul y el extremo 5’ de ORF1 de PCV2.
El cebador JP775 (SEQ ID NO: 10) contiene el extremo 3' de ORF1 de PCV2 seguido por un sitio Sall. El
producto de PCR J1311 (-1 Kb) se cloné en pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). El plasmido resultante fue
confirmado por analisis de secuencias y se designé como pJP104. La secuencia de ORF1 se corresponde con la
secuencia disponible en GenBank, nimero de acceso AF055392. Se aisl6 un fragmento de Nrul/Sall de 970 pb a
partir de pJP104 y se cloné en un fragmento Nrul/Sall de 4,5 kb a partir de pJP099 (véase Ejemplo 13.1), para dar
como resultado un plasmido que se confirmé por andlisis de restriccion y se design6 como pJP105 (véase fig.
2.4). El plasmido de donador pJP105 podria usarse en una prueba de recombinacién in vitro (descrita en el
Ejemplo 13.6) para generar recombinante de ALVAC que expresa el ORF1 de PCV2.

[0190] Se hizo romo un BamHI/Sall de 838 pb de pJP102 (véase Ejemplo 13.2) usando el fragmento
Klenow de ADN polimerasa, y se cloné en el sitio EcoRIl romo por Klenow de pJP105. Se verificaron los clones en
relacion con la orientacion del inserto por analisis de restriccion y se escogi6 una orientacion cabeza-cabeza. Este
plasmido se confirmé por analisis de secuencias y se designdé como pJP107 (véase el mapa de pJP107 en la fig.
2.5y la secuencia (SEQ ID NO: 11) en la fig. 2.6). El plasmido de donador pJP107 (linealizado con Notl) se us6
en una prueba de recombinacion in vitro (IVR) para generar el recombinante de ALVAC vCP1615 (véase Ejemplo
13.6).

[0191] Secuencia de los cebadores.

JP774 (SEQ ID NO: 9)

CAT-CAT-CAT-TCG-CGA-TAT-CCG-TTA-AGT-TTG-TAT-CGT-AAT-GCC- CAG-
CAA-GAA-GAA-TGG
JP775 (SEQ ID NO: 10)

TAC-TAC-TAC-GTC-GAC-TCA-GTA-ATT-TAT-TTC-ATA-TGG

Eiemplo de referencia 13.4 - CONSTRUCCION DE PLASMIDO DE DONADOR DE ALVAC PARA ORF2 DE
PCV1

[0192] El plasmido pPCV1 (B. Meehan y col., J. Gen. Virol. 1997.78.221-227), que contiene el genoma de
PCV1 como un fragmento Pstl en plasmido pGem-7Z, se us6 como plantilla para amplificar el ORF2 de PCV1.

[0193] Para insertar ORF 2 de PCV2 en un vector de insercion de ALVAC apropiado: se usaron cebadores
JP787 (SEQ ID NO: 12) y JP788 (SEQ ID NO: 13) para amplificar ORF 2 de PCV1 del plasmido pPCV1 (véase
anteriormente) para dar como resultado PCR J 131.5. El cebador JP787 (SEQ ID NO: 12) contiene el extremo 3’
del promotor H6 de EcoRV y ORF 2 seguido por un sitio Sall. A continuacion el producto de PCR J1315 fue
digerido con EcoRV/Sall y clonado como un fragmento de 750 pb en un fragmento EcoRV/Sall de 4,5 kb de
pJP099 (véase anteriormente en el Ejemplo 13.1). El plasmido resultante fue confirmado por analisis de
secuencias y se designdé como pJP 113. La secuencia de ORF 2 se corresponde con la secuencia disponible en
GenBank, nimero de acceso U49186. El plasmido de donador pJP113 (linealizado con Notl) se us6 en una
prueba de recombinacion in vitro (IVR) para generar vCP1621 recombinante de ALVAC (véase Ejemplo 13.7).

[0194] Secuencia de los cebadores.

JP787 (SEQ ID NO: 12)
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CAT-CAT-CAT-GAT-ATC-CGT-TAA-GTT-TGT-ATC-GTA-ATG-ACG-TGG- CCA-
AGG-AGG-CG

JP788 (SEQ ID NO: 13)
TAC-TAC-TAC-GTC-GAC-TTA-TTT-ATT-TAG-AGG-GTC-TTT-TAG-G

Eiemplo de referencia 13.5 - CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO DE DONADOR DE ALVAC PARA ORF2 Y
ORF1 DE PCV1

[0195] El plasmido pPCV1 (véase Ejemplo 13.4 anteriormente), que contenia el genoma de PCV1 como un
fragmento Pstl en plasmido pGem-7Z, fue digerido con Pstl, y se aisl6 un fragmento de 1.759 pb y se ligo.

[0196] Se usaron los cebadores JP789 (SEQ ID NO: 14) y JP790 (SEQ ID NO: 15) para amplificar ORF1
de PCV1 del fragmento Pstl ligado de 1.759 pb (véase anteriormente), para dar como resultado PCR J1316. El
cebador JP789 (SEQ ID NO: 14) contiene el extremo 3’ del promotor H6 de Nrul y el extremo 5’ de ORF1 de PCV
1. El cebador JP790 (SEQ ID NO: 15) contiene el extremo 3’ de ORF1 de PCV1 seguido por un sitio Sall. El
producto de PCR J1316 (-1 Kb) se cloné en pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). El plasmido resultante se confirmé
mediante andlisis de secuencias y se designé como pJP114. La secuencia de ORF1 se corresponde con la
secuencia disponible en GenBank, nimero de acceso U49186. Se aisl6 un fragmento Nrul/Sall de 970 pb de
pJP114 y se clon6 en un fragmento Nrul/Sall de 4,5 kb de pJP099 (véase Ejemplo 13.1), para dar como resultado
un plasmido que se confirmé por andlisis de restriccion y se designé como pJP115. El plasmido de donador
pJP115 podria usarse en una prueba de recombinacion in vitro (descrita en el Ejemplo 13.7) para generar
recombinante de ALVAC que expresa el ORF1 de PCV 1.

[0197] Se hizo romo un BamHI/Sall de 838 pb de pJP 113 (véase Ejemplo 2.4) usando fragmento de
Klenow de ADN polimerasa, y se clon6 en el sitio EcoRI romo por Klenow de pJP115. Se verificaron los clones en
relacion con la orientacion del inserto por analisis de restriccion y se eligié una orientacion cabeza-cabeza. Este
plasmido se confirmoé por andlisis de secuencias y se designé como pJP117. El plasmido de donador pJP117
(linealizado con Notl) se usé en una prueba de recombinaciéon in vitro (IVR) para generar el vCP1622
recombinante de ALVAC (véase Ejemplo 13.7).

[0198] Secuencia de los cebadores.

JP789 (SEQ ID NO: 14)

CAT-CAT-CAT-TCG-CGA-TAT-CCG-TTA-AGT-TTG-TAT-CGT-AAT-GCC- AAG-
CAA-GAA-AAG-CGG

JP790 (SEQ ID NO: 15)
TAC-TAC-TAC-GTC-GAC-TCA-GTA-ATT TAT-TTT-ATA-TGG

Ejemplo de referencia 2.6 - GENERACION DE RECOMBINANTES DE PCV2-ALVAC

[0199] Los plasmidos pJP102 (véase Ejemplo 13.2 y fig. 2.2) y el plasmido de referencia pJP107 (véase
Ejemplo 13.3 y fig. 2.5) se linealizaron con Notl y se sometieron a transfeccion en células CEF primarias
infectadas con ALVAC usando el procedimiento de precipitacion de fosfato de calcio descrito anteriormente
(Panicali y Paoletti, 1982; Piccini y col., 1987). Se seleccionaron placas positivas sobre la base de la hibridacion a
sondas radiomarcadas de PCV2 especificas y se sometieron a cuatro tandas en secuencia de purificacion de
placa hasta que se obtuvo una poblacion pura. A continuacion se amplificé una placa representativa de cada IVR
y los recombinantes de ALVAC resultantes se designaron como vCP1614 y vCP1615. El virus vCP1614 es el
resultado de episodios de recombinacion entre ALVAC vy el plasmido de donador pJP 102, y contiene el ORF2 de
PCV2 insertado en el locus C6 de ALVAC. El virus vCP1615 es el resultado de episodios de recombinacién entre
ALVAC vy el plasmido de donador pJP107, y contiene los ORF2 y ORF1 de PCV2 insertados en el locus C6 de
ALVAC en una orientacion cabeza-cabeza.

[0200] De una forma similar, puede generarse un recombinante de ALVAC que expresa sdlo ORF1 de
PCV2 usando el plasmido de donador pJP105 descrito en el Ejemplo 13.3.
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[0201] Inmunofluorescencia. Con el fin de determinar si las proteinas de PCV2 se expresaron en células
Vero infectadas con recombinante de ALVAC, se realizé andlisis de inmunofluorescencia (IF). Las células Vero
infectadas se lavaron con PBS 24 h después de la infeccion (m.o.i. de aprox. 10) y se fijaron con acetona fria al
95% durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se usaron cinco preparados de anticuerpos monoclonales (AcM)
(sobrenadante de hibridoma) especificos para ORF1 de PCV2 (PCV2 199 1D3GA y PCV2 210 7G5GD) u ORF2
(PCV2 190 4C7CF, PCV2 190 2B1BC y PCV2 190 3A8BC) como primer anticuerpo. Estos anticuerpos
monoclonales especificos se obtuvieron de Merial-Lyon. Los anticuerpos monoclonales también pueden
obtenerse siguiendo las ensefianzas de los documentos citados en la presente memoria descriptiva, por ejemplo
documentos de EE.UU. n° serie 09/082.358 y 09/161.092, incorporados en la presente memoria descriptiva como
referencia. La reaccion de IF se realizo segun se describe en Taylor y col., (1990).

[0202] La inmunofluorescencia especifica de PCV2 con los tres anticuerpos especificos de ORF2 podria
detectarse en células infectadas con vCP1614 y células infectadas con vCP1615. La inmunofluorescencia
especifica de PCV2 con los dos anticuerpos especificos de ORF1 podrian detectarse en células infectadas sélo
con vCP1615. Estos resultados indicaron que, segin lo esperado, VCP1614 expresa so6lo ORF2, mientras
vCP1615 expresa ORF1 y ORF2. No se detect6 fluorescencia en células Vero infectadas con ALVAC parentales,
ni en células Vero no infectadas.

[0203] Eiemplo de referencia 13.7 - GENERACION DE RECOMBINANTES DE ALVAC PCV1 Los
plasmidos pJP113 (véase Ejemplo 13.4) y pJP117 (véase Ejemplo 13.5) se linealizaron con Notl y se sometieron
a transfeccion en células CEF primarias infectadas con ALVAC usando el procedimiento de precipitacion de
fosfato de calcio descrito anteriormente (Panicali y Paoletti, 1982; Piccini y col., 1987). Se seleccionaron placas
positivas sobre la base de hibridacién para sondas radiomarcadas con PCV1 especificas y se sometieron a cuatro
tandas en secuencia de purificaciéon de placa hasta que se obtuvo una poblacién pura. A continuacion se amplifico
una placa representativa de cada IVR y los recombinantes de ALVAC resultantes se designaron como vCP1621 y
vCP1622. El virus de vCP1621 es el resultado de episodios de recombinacion entre ALVAC y el plasmido de
donador pJP113, y contiene el ORF2 de PCV1 insertado en el locus C6 de ALVAC. El virus de vCP1622 es el
resultado de episodios de recombinacion entre ALVAC y el plasmido de donador pJP 117, y contiene el ORF2 y el
ORF1 de PCV1 insertados en el locus C6 de ALVAC en una orientacion cabeza-cabeza.

[0204] De una forma similar, puede generarse un ALVAC recombinante que expresa sélo ORF1 de PCV1
usando el plasmido de donador pJP 15 descrito en el Ejemplo 13.5.

[0205] Inmunofluorescencia. Con el fin de determinar si las proteinas de PCV1 se expresaron en células
Vero infectadas con recombinante de ALVAC, se realiz6 un analisis de inmunofluorescencia (IF). Las células Vero
infectadas se lavaron con PBS 24 h después de la infeccion (m.o.i. de aprox. 10) y se fijaron con acetona fria al
95% durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se usé un suero policlonal de cerdo anti-PCVI especifico (Allan
G. y col., Vet Microbiol. 1999.66: 115-123) como primer anticuerpo. La reaccion de IF se realizé segin se describe
en Taylor y col. (1990).

[0206] La inmunofluorescencia especifica de PCV1 podria detectarse en células infectadas con vCP1621 y
células infectadas con vCP1622. Estos resultados indicaron que, segun lo esperado, vCP1621 y vCP1622
expresan productos especificos de PCV1. No se detecto fluorescencia con un suero policlonal de cerdo especifico
de PCV2 en células infectadas con vCP1621 y en células infectadas con vCP1622. No se detect6 fluorescencia
en células Vero infectadas con ALVAC parentales, ni en células Vero no infectadas.

Ejemplo de referencia 13.8: FORMULACION DE VIRUS RECOMBINANTES DE LA VIRUELA DEL CANARIO
CON CARBOPOL™974P

[0207] Para la preparacion de vacunas, pueden combinarse los virus recombinantes de la viruela del
canario vCP1614 y vCP1615 (Ejemplo 13.6) con soluciones de carbomero. De la misma forma, los virus
recombinantes de la viruela del canario vCP1621 y vCP1622 (Ejemplo 13.7) pueden mezclarse con soluciones de
carbomero. EI componente de carbémero usado para vacunacion de cerdos segun la presente invencion es
Carbopol™ 974P fabricado por la empresa BF Goodrich (peso molecular de #3.000.000). Primero se prepara una
solucion de reserva de Carbopol™ 974P al 1,5% en agua destilada que contiene 1 g/l de cloruro de sodio. Esta
solucion de reserva se usa a continuacion para fabricar 4 mg/ml de solucion Carbopol™ 974P en agua fisioldgica.
La solucién de reserva se mezcla con el volumen de agua fisiol6gica requerido, ya sea en una etapa o en varias
etapas sucesivas, ajustando el valor de pH en cada etapa con una solucién de hidréxido de sodio 1 N (o mas
concentrada) para obtener un valor de pH final de 7,3-7,4. Esta solucion final de Carbopol™ 974P es una solucion
lista para usar para reconstituir un virus recombinante liofilizado o para diluir una reserva concentrada de virus
recombinante. Por ejemplo, para obtener una suspension virica final que contiene 10° ufp por dosis de 2 ml, se
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puede diluir 0,1 ml de una solucién de reserva de 10° ufp/ml en 1,9 ml de la solucidn lista para usar anterior de 4
mg/ml de Carbopol™ 974P. De la misma forma, pueden prepararse también soluciones listas para usar de 2
mg/ml de Carbopol™ 974P.

Ejemplo de referencia 13.9 - INMUNIZACION DE CERDOS Y POSTERIOR PRUEBA DE PROVOCACION
13.9.1. INMUNIZACION DE LECHONES DE 1 DIA

[0208] Los grupos de lechones, producidos por cesarea en el Dia 0, se colocan en aisladores. Los
lechones son vacunados por via intramuscular en el Dia 2 con varias soluciones de vacunas. Las suspensiones
viricas de vacunas se preparan por dilucion de reservas de virus recombinantes en agua fisiolégica estéril (NaCl al
0,9%). Pueden determinarse empiricamente intervalos adecuados para suspensiones viricas, pero en general
estaran comprendidos entre 10° y 10™ y preferentemente aproximadamente 10'°, ufp/dosis. Las soluciones de
vacunas pueden prepararse también mezclando la suspension del virus recombinante con una solucién de
Carbopol™ 974P, segun se describe en el Ejemplo 13.8.

[0209] Los lechones son vacunados con:

Virus recombinante vCP1614 (Ejemplo 13.2)
Virus recombinante vCP1615 (Ejemplo 13.3)
Virus recombinante vCP1614 mezclado con Carbopol (4 mg/ml de solucion)
Virus recombinante vCP1615 mezclado con Carbopol (4 mg/ml de solucién).

[0210] Las suspensiones viricas contienen 10® unidades de formacion de placas (ufp) por dosis. Cada
suspension virica se inyecta por via intramuscular por debajo de un volumen de 1 ml. La inyeccién intramuscular
se administra en los musculos del cuello.

[0211] Se administran dos inyecciones de suspensiones viricas en el Dia 2 y el Dia 14 del experimento. Se
realiza una prueba de provocacion en el Dia 21 mediante una administracion oronasal de una suspension virica
preparada a partir de un cultivo de cepa virulenta de PCV-2. Después de la prueba de provocacion, se vigila a los
lechones durante 3 semanas en busca de signos clinicos especificos del sindrome multisistémico posdestete. Se
puntdan los signos siguientes:

Temperatura rectal: monitorizacion diaria durante 2 semanas después de la prueba de provocacion, y
después 2 medidas de temperatura rectal durante la tercera semana.

Peso: se pesan los lechones justo antes de la prueba de provocacion, y después semanalmente durante
las 3 primeras semanas después de la prueba de provocacion.

Se toman muestras de sangre en el Dia 2, el Dia 14, el Dia 21, el Dia 28, el Dia 35 y el Dia 42 del
experimento con el fin de vigilar los niveles de viremia y las valoraciones de anticuerpos especificos anti-
PCV-2.

Necropsias: en el Dia 42, todos los lechones supervivientes se someten humanamente a eutanasia y a
necropsia en busca de lesiones macroscopicas especificas de SMEP. Se preparan muestras de tejido del
higado, los ganglios linfaticos, el bazo, los rifiones y el timo con el fin de buscar lesiones histolégicas
especificas.

13.9.2. INMUNIZACION DE LECHONES DE 5-7 SEMANAS

[0212] Se vacunan lechones de 5-7 semanas de vida, libres de anticuerpos maternos especificos anti-
PCV-2, por via intramuscular con varias soluciones de vacunas. Las suspensiones viricas de las vacunas se
preparan por dilucion de reservas de virus recombinantes en agua fisiolégica estéril (NaCl al 0,9%). Las
soluciones de vacunas pueden prepararse también mezclando la suspension de virus recombinantes con una
solucion de Carbopol™ 974P, segun se describe en el Ejemplo 13.8.

[0213] Los lechones se vacunan con:

Virus recombinante vCP1614 (Ejemplo 13.2)
Virus recombinante vCP1615 (Ejemplo 13.3)
Virus recombinante vCP1614 mezclado con Carbopol (4 mg/ml de solucion)
Virus recombinante vCP1615 mezclado con Carbopol (4 mg/ml de solucion)

[0214] Las suspensiones viricas contienen 10° unidades de formacién de placas (ufp) por dosis. Cada

suspension virica se inyecta por via intramuscular por debajo de un volumen de 2 ml. La inyeccién intramuscular
se administra en los musculos del cuello.
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[0215] Se administran dos inyecciones de las suspensiones viricas en el Dia 0 y el Dia 21 del experimento.
Se realiza una prueba de provocacion en el Dia 35 por una administracion oronasal de una suspensién virica
preparada a partir de un cultivo de cepa virulenta de PCV-2. Después de la prueba de provocacion, se vigila a los
lechones durante 8 semanas en busca de signos clinicos especificos del sindrome multisistémico posdestete. La
vigilancia clinica es idéntica a la descrita en el Ejemplo 13.9.1 con la salvedad de que la duracién total de la
vigilancia es de 8 semanas en lugar de 3 semanas.

[0216] Se realizan necropsias durante todo el experimento para lechones que mueren por la prueba de
provocacion y al final del experimento (Dia 97) para todos los lechones supervivientes. Las muestras de tejido son
las mismas que se describen en el Ejemplo 13.9.1.
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REIVINDICACIONES

1. Un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que
tiene al menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2, para su uso en la reduccion de la
carga viral de PCV-2 en los ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo.

2. Una composiciéon inmundégena para su uso en la reduccién de la carga viral de PCV-2 en los
ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo, en la que dicha composicion comprende:

a) un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2,y

b) un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o
veterinario.

3. Uso de:

a) un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2y

b) un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o
veterinario en la preparacion de una composicion inmunégena para su uso en la reduccién de la carga viral de
PCV-2 en los ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo.

4. Un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que
tiene al menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2, y un segundo vector de plasmido de
ADN que comprende una segunda secuencia de nucleétidos que tiene al menos el 95% de identidad con ORF4
de la cepa Imp1010 de PCV-2, para su uso en la reduccion de la carga viral de PCV-2 en los ganglios bronquiales
y mesentéricos de un cerdo.

5. Una composicion inmunégena para su uso en la reduccion de la carga viral de PCV-2 en los
ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo, en la que dicha composicion comprende:

a) un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2,

b) un segundo vector de plasmido de ADN que comprende una segunda secuencia de nucleétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF4 de la cepa Imp1010 de PCV-2,y

c) un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o
veterinario.

6. Uso de:

a) un primer vector de plasmido de ADN que comprende una primera secuencia de nucleétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF13 de cepa Imp1010 de PCV-2,

b) un segundo vector de plasmido de ADN que comprende una segunda secuencia de nucleétidos que tiene al
menos el 95% de identidad con ORF4 de la cepa Imp1010 de PCV-2,y

c) un soporte y/o vehiculo y/o excipiente y/o adyuvante aceptable desde el punto de vista farmacéutico o
veterinario en la preparacion de una composicion inmundgena para su uso en la reduccién de la carga viral de
PCV-2 en los ganglios bronquiales y mesentéricos de un cerdo.

7. El primer plasmido para su uso segun la reivindicacién 1; o la composicién inmundgena para su uso
segun la reivindicacion 2; o el uso del primer plasmido segun la reivindicacién 3; o los plasmidos primero y
segundo para su uso segun la reivindicacion 4; o la composicion inmundgena para su uso segun la reivindicacion
5; 0 el uso de los plasmidos primero y segundo segun la reivindicacion 6; en el que dicha primera secuencia de
nucledtidos es ORF13 de la cepa Imp1010 de PCV-2.

8. Los plasmidos primero y segundo para su uso segun la reivindicacién 4 6 7; o la composicién

inmundgena para su uso segun la reivindicacion 5 ¢ 7; o el uso de plasmidos primero y segundo segun la
reivindicacion 6 6 7; en los que dicha segunda secuencia de nuclettidos es ORF4 de la cepa Imp1010 de PCV-2.
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SEQ ID No.

aattcaacct
cccecteckg
ggcgttctga
aagatgccat
cggeggagga
cttggatacg
ggcageggcea
aagcggaccae
gegtaagaaa
gggtaatgag
gacttttaat
aacagatcag
agectcctaga
gagegggagt
cgggctaget
tgtacacgtc
agacccggaa
tgaagaagty
actgtgtgat
cegragtatt
cccagectgta
agaacaatce
tcecakatgaa
taagggttaa
cggatattgt
tectacattte
aagtaatcaa
sagggciagy
gtggcettty
ccctgggtga

1

tzacetrtct
ggggaagaaa
ctgtggtteg’
cttteettet
tctggccaayg
tcatatetga
gcacctegge
caaccecata
atacgggatc
gaaggacgaa
aaagtgaagt
cagaataaag
Lctcagggac
ctggtgaccg
gaacttttga
attgtgggge
accacatact
gttgttatty
cgatatceat
ctgattacca
gaagctettt
acggaggaay
ataaattact
gtggggggtc
attcetggte
cagcagtttg
tagtggaatc
ttatggtacyg
ttacaaagtt
tecggggagea
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Figuore 1

tattctgtag
gtcattaata
cttgacagta
ccagecggiaa
atggctgcgg
aaacgaaaga
agcacctcag
aaaggtgggt
ttccaatatc
cacctcacct
ggtattrtggg
aatactgcag
aacggagtga
ttgcagagcea
aagtgagegyg
cacctgggtyg
ggaaaceace
atgactttta
tgactgtaga
gcaatcagac
ateggaggat
gaggeeagtt
gagtetttrre
tttaagatta
gtatatactg
tagtctcagc
taggacaggt
gcgggaggag
atcatctaga
gggccag

tattcaaagg

‘ttgaatctca

tateccgaagg

cggtgygcggg.

gggcyggtgte
agtgcgotgt
cagcaacatg
gttcactectg
cctatttgat
ccaggggttc
tgeceegetge
taaagaaggce
cetgtetract
gcaccctgta
gaaaatgcag
tcggtaaaagc
tagaaacaag
tggctggety
gactaaagqgt
cccecgttggaa
tactteoettg
cgteaccett
tatcactteg
aattctctga
tettegaacyg

-cacagctggt

rtgggggtaa
tagtttacat
at:aacagcac

37

gcacagagey
tcatgtecac
tgcgggagag
gytggacgag
ttertetccg
aagtattacc
ccgagraaga
aataatccet
tattrbattg
gctaattttg
cacategaga
aacttactga
getgtgagta
acgtttgtca
aagcgtbgatt
aaatgggcetg
tggtgggatg
cocctgggatg
ggaactgtac
tggtactcer
gtattttgga
tcceceocacakt
taztggteott
attgtacata
cagtgccgay
ttettttgtt
agtageggga
aggggtcata
tggagececcac

ggggtttgag
cgcccaggag
gcgggtgttg
cCcagygggcgyg.
gtaacgectc
agegcactte
agaatggaag
ccgaagacga
ttggcgagga
tgaagaagca
aagegaaagq
tggagtgtag
cctrtgttgga
gaaatttccy
ggaagactaa
ctzattttge
gttaccatgyg
atctactgag
ctttttrgge
caactgctgt
agaatgctac
gccctgaatt
tattacteat
cacggrttaca
gcctacgtgg
gtttggttgg
gtggtaggag
ggtgagggct
tecectgreca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1680
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1787



SEQ ID No.

aattcaacct
cccecteotyg
ggcgrtttga
aagatgecat
cggcggagga
cttggatacg
ggcagecggca
aagcggaccc
gcgcaagaaa
gggtaatgag
gacttttaat
aacagatcag
agetecctaga
gagcgggagt
cgggctgget
tgtacacgtce
agacccggaa
tgaagaagtyg
actgtgogat
cegeagtatt
cccagctgta
agaacaatcec
tecatatgaa
taagggttaa
cggatattgt
tctacatete
aagtaatcaa
aagggrctggg
gtggcetttg
cecoctgggtga

2

taacctttct
ggggaagaaa
ctgtggttcg
cereecttet
tcrtggccaag
tcatatctga
gcacctegge
caaccccata
atacgggatc
gaaggacgaa
aaagtgaagt
cagaataaag
tcteagggac
ctggtgacecg
gaactettga
attgtggggc
accacatact
gttgttatty
cgatatccat
ctgaktacca
gaagctcttt
acggaggaag
ataaattact
grggdgggtc
attcectggrce
cagtagtttg

tagtggaate

ttatggtatg
ttacasagtt
tegaggagea
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Figura 2

ratteotgtag
gtcattaata
cttgacagta
ccagoggtaa
atggctgaogg
aaacgaaaga
agcacctcag
aaaggrgggt
ttccaatate
cacctcacct
ggtatttggg
aatactygcag
aacggagtgza
ttgoagagea
aagtgagegg
cacctgagtyg
ggaaaccacc
atgacktttta
tgactgtaga
gcaatcagac
atcggaggat
ggggecagtt
gagtcttttt
tttaagatta
gtatatactg
tagtctcagce
taggacaggt
gcgggaggag
atcatctaga
gggccag

tattcaazgg
ttgaatctca
tatccgaagy
cggtggecgag
gggcggtgte
agtgcgetgt
cagcaacatg
gttcactectg
cctatttgat
ccaggggttc
tgccecgetge
faaagaagge
cctgtoctact
gcaccctgta
gaaaatgcag
Tggtaaaage
tagasacaag
tggotggetq
gactaaaggt
cecegttggaa
tacttcctty
cgtcacecctt
tatcacttcyg
aattctcotga
ttttcgaacg
cacagetgatr
ttgggggtaa
tagtttacat
ataacagecac

38

gcacagagcg
tcatgtccac
tacgggagag
ggtggacgag
ttcttecteecg
aagtattacc
cccagcaaga
aataatcctt
tattttattg
gctaatitttg
cacatcgaga
aacttactga
gctgtgagta
acgrttgteca
aagcgtgatt
aaatgggetg
tggtgggatg
ccctgggatg
ggaactgtac
cggtacteet
gtaticigga
tccecececceat
taatggtttt
attgtacata
cagtgoccgag
ttctetitgtt
agtagcecggga
aggggtcata
tggagcccac

ggggrttgag
cgcccaggag
gegggtgttg
ccaggggoeey
gtaacgccte
agcgeactte
agaatggaag
cegaagacga
ttggcgagga
tgaagaagca
aagcgaaagg
tggagrtgtgg
cctrtgttgga
gaaatttccecg
ggaagactaa
ctaattttge
gttaccatgg
atctactgag
cttttttggc
caactootgt
agaatgcrac
gccetgaatt
tattattcat
catggrtaca
gectacgtgg
gtttggttgg
gtggtaggag
ggtgagggct

tcoccetgtca.

60
120
180-
240
300
360
420

540
600
660
720
780
B40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1767



SEQ ID No.

aattcaacet
cceecctoeog
ggcgttctga
aagatgccat
cggcggagga
cttggatacyg
ggeagegygca
aagcggacee
gcgcaagaaa
gggtaatgag
aacttttaat
aactgatcag
agctacctcga
gagegggaght
cgggctgget
tgtacacgtc
agacccggaa
tgaagaagtg
actgtgtgat
ccgcagtatt
cccagetgta
agaacaatcc
tccatatgaa
ttagggttta
acggatattg
gtccacattt
gaagtaatca
gaagggtigg
tgtggcctht
accctyggty

3

taacctttrt
ggggaacaaa
ctgtggtagc
ttttecttct
tctggccaag
tcatagctga
gcacctecgge
caaccacata
atacgggagc
gaaggacgaa
asagtgaagt
cagaataaag
tctcaaggac
ctggtgaccg
gaactttiga
attgtgggge
accacatact
gttgttattg
cgatatccat
ctgattacca
gaagcitctet
acggaggaag
ataaattact
agktggggggt
tagtcctggt
ctagaggttt
atagtggagt
gggattgtat
gttacaaagt
atgggggagc
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Figura 3

tattctgtag
gtocgtcaaca
cttgacagta
ccaacggtag
atggctgcgg
aaacgaaaga
agcacctcag
aaaggtgggt
tceccaatcte
cacctoacct
ggtatctggyg
aatattgcag
aacggagtga
ttgcagagca
aagtogagcegy
cacctgggtg
ggaaaccacc
atgactttta
tgactgtaga
gcaatcagac
accggaggat
ggggceagtt
gagtctbtct
ctttaagatt
cgtatatact
gtagccteag
caagaacagg
ggcgggagga
tatcatctag
agggccag

tatccaaagyg
ttaaatctca
tatccgaagg
cggtggcggg
gggcgatgtc
agtgcgetgt
cagcaacatg
gttecacgetg
cctatttgat
ccaggggtte
tgcecegetge
taaagaagge
cotgrtctact
gcaccctgta
gaaaatgcag
tggtaaaagc
tagaaacaag
tggctggety
gactaaaggt
cocegttggaa
tacttccttg
cgtcaccett
tatcacttcg
aaaktctctg
gttttegaac
ccaaagorga
tttgggtgty
gtagtitaca
aataacagca

39

gratagagat
tcatgtecac
tgcgggagag

ggtggacgag’

ttcttectgecg
aagtattace
cccagcaaga
aataatecete
tattttattg
gctaattttg
cacatcgaga
aacttactta
gctgtgagta
acgtttgtca
aagecgtgatt
aaatgggctyg
tggtgggatg
ccgtgagaty
ggaactgtac
tggtactcct
gtattttgga
tccocecccccat
taatggtttt
aattgtacat
geagtgecga
treceottrrge
aggtaacggg
tatgggtcat
gtggagccca

tttgttggte
cgecccaggag
gecgagtgttya
ccaggggogg
gtaacgcctc
agecgcactte
agaacggaag
ccgaagacga
ttggcgagga
tgaagaagca
aagccaaagyg
ttgaatgtag
ccttgttgga
gaaatticcyg
ggaagaccaa
ctaattttgc
gttaccatgg
aktctactgag
cttetttagge
caactgetgt
agaatgetac
gceccrtgaatt
tattatteatc
acatggttac
ggccrtacgtg
tatctggttg
agtggtagga
aggrtaggge
cteoecectatoe

60

120
180
240

360
420

540
600

720

780

B40

800

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1768



SEQ ID No.

aattcaacct
cccccecteeceg
ggcgttgrga
aagatgeccat
cggeggagga
cttggatacg
ggcagcggea
aagcdggacca
gcgcaagaaa
gggtaatgag
aacttttaat
aactgatcag
agerectega
gagcgggagt
cgggetgget
tgtacacgtc
agacccgygaa
tgaagaagtyg
actgrtgtgat
ccgcagtatt
cccagctgta
agaacaatcc
tecatatgaa
ttagggceta
acggatattyg
gtccacattt
gaagtaatca
gaagggttgg
tgtggecett
acccecrgggtyg

4

taacctttct
ggggaacaaa
ctgtggtacg
tttrccttct
tetggcecaag
tcatagetga
geacctecgge
caaccacata
atacgggagc
gaaggacgaa
aaagtgaagt
cagaataaag
tctecaaggac
ctggtgaccyg
gaacttttga
attgtggggc
accacaract
gttgttatty
cgatatccat
ctgattacca
gaagctetcet
acggaggaag
ataaattact
agtggggggt
tagtcctggt
ccagaggttt
atagtggagt
gggattgtat
gttacaaagt
atgggggagc
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Figura 4

tattctgtag
gtcgtcaatt
cttgacagta
ccaacggtag
atggctgegg
aaacgazaga
agcacctcag
aaaggtgggt
tceeaatere
cacctecacct
ggtatttggy
aatattgcag
aacggagtga
ttgcagagca
aagtgagcgyg
cacctgggtg
ggaaaccacc
atgactttta
tgactgtaga
gcaatcagac
atcggaggat
ggggccagit
gagtctEctt
ctttaagatt
cgratttact
gtagrctcag
caagaacagy
ggcgggagga
tatcatctag
agggccad

tattcaaagg
ttaaatctca
tatccgaagg
cggktggcggg
gggcggtgtc
agtgcgctgt
cagcaacatg
gttcacgctg
cctatttgat
ccaggggttc
toccegectge
taaagaaggec
cctgtctact
gcaceectgea
gaaaatgcag
tggtaaaagc
tagaaacaag
tggctggcty
gactaaaggt
ccegttggaa
tacttccortyg
cgtcaccctt
takcacttecg
aaattctctg
gttttecgaac
ccaaagctga
tttgggtoty
gtagtttaca
aataacagca

40

gtatagagat
tcatgtccac
tgcgggagag
ggkggacgag
ttcttctgeg
aagtattacce
cceagcaaga
aataatcoctt
tattttattg
gctaattttg
cacatcgaga
aacttacktta
getgtgagta
acgtttgtca
aagcgtgatt
aaatgggctyg
tggtgggatg
ccgtgggaty
ggaactgtac
tggtacktcct
gtattttgga
tececacecat
taatggttte
aattgtacat
gcagcgecga
tteettttgt
aagtaacggy
catgggtcat
gtggageccca

tttgttggtce
cgeccecaggag
gcgggtgttg
cCcaggggcgg
gtaacgectce
agcgecacttc
agaatggaag
ccgaagacga
ttggcgagga
tgaagaagca
aagccaaagg
ttgaatgtgg
ccttgttgga
gaaatttccg
ggaagaccaa
ctaattroege
gttaccatgg
atctactgag
cttktttgge
caactgctgt
agaatgctac
gocctgaatt
tattattcat
acatggrttac
ggcectacgtyg
tatctggttyg
agtggtagga
aggttagggc
ctcececctatce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6640
720
7840
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1768



SEQ ID No.

zattcatatct
cecgectgagg
ggctgegagt
atacccgtet
cttctoccgga
ctececttggcoce
cacttcggca
ccgcaaceocco
aaaatacggg
gaagagggta
aacaaggtga
cagcagaata
cggaaccagyg
tctttggtga

gctgaacttt’

gtcatagtgg
agggacacct
gttgttgtte
gaccggtate
attttgatta
gtagaagcte
tccacggagg
tataaaataa
atttagaggg
ataattttgg
ggtgtgggta
aattgtttgg
cettatggtg
ggttacaaag
gatggggtct

S

tagcctttect
gggggaggaa
atcccectte
tteggegeeca
ggatgtttcc
acgtcatcct
gcggcageac
ataagaggtyg
agettccaat
gaactcctca
agtggtattt
aagaatactyg
ggaagcgceag
ctgtagcoga
tgaaagtgag
grceegeecgyg
actggaagee
tggatgattt
cattgactgt
ccagcaatca
tctateggag
tacccgaagg
attactgagt
tcrittagga
gctgtggetyg
tttaaatgga
tccagetcag
tggcgagagg
ttggcatcca
ctggggtaa
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Figura 5§

aatacggtag
ctggcegaty
tatggtgagt
tctgtaacgy
aagatggetg
ataaaagtga
cteggcagcyg
ggtgttcacc
ctecettttt
cctococagggy
tggtgcececge
cagtaaagaa
cgacctgtct
gcagttoact
cgggaagaty
tcgtgggaag
tagragaaat
ttatggctgg
agagactaaa
ggeecccececag
gattactact
ccgatttgaa
cttttitgtt
taaattctct
catctttggag
gccacagectg
gtttgggggt
agtagttaat
agataacaac

tattggaaag
tctgaatttga
acaaattctg
tttectgaagg
cgggggcggg
aagaagktgeg
tcagtgaaaa
cttaataatc
gattatttty
cctgegaatt
tgecacateg
ggccacatac
actgctgtga
gtaacgtatg
cagcagegtg
agccagtggg
aagrggtggg
ttaccttggg
gggggtactg
gaatggtact
ttgcaattte
gcagtggacc
atcacatcgt
gaattgtaca
cgcatagecg
gtttettcta
gaagtaccty
atagggagatea
agtggaccca

41

gtaggggtag
ggtagttaac
tagaaaggcg
cggggtgrge
tectbettet
ctgctgtagt
tgccaagcaa
cttcecgagga
tttgcggaga
ttgctaagaa
dgaaagcgaa
ttatcgagtyg
gtaccectert
tgagaaattt
attggaagac
cccgtaattt
atggatatca
atgatctact
ol ool ol of ol of 4 od
cctcaactge
ggaagactyge
caccctgkge
aatggttett
taaatagtca
aggccrgtge
ttacttgggt
gagtggtagg
taggccaagt
acacctctte

ggggttggtg
attccaagat
ggaattgaag
caaatatggt
gcggraacgc
attaccagecyg
gaaaagcygc
ggagaaaaac
ggaadggtityg
gcagacttet
aggaaccgac
tggagctccg
ggagacgggg
ccgcgggctg
agctgtacac
tgectgagcet
tggagaagaa
gagactgtgt
ggcccocgeagt
tgtceceaget
tggagaacaa
cctttcceca
atttttattc
gocottacecac
gctcgacatt
ggaaccaatc
taaagggctg
tggtaggaggy
gattagagagt

60
120
180
240
300
360,
420
480
540
600
660
720
780
840
9500
§60
id20
io080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1758



SEQ ID No.

accagcgcac
agaagaatgg
cttccgaaga
ttgttggcga
ttgtgaagaa
ggaaagccaa
ctattgaatyg
gtaccttgtt
tcagaaattt
attggaagac
ctgctaatte
atggttacca
atgatctact
tacctttttt
cctcaactge
ggaagaatgce
catgcecctga
ttttattatt
catacagggt
cgaggcctac
tgttatttgy
gggagtggta
catatgtttg
ccactcocect
ttattctgta
agtcgtcaat
gettgacagt
tccaacggra
gatggctgeg
anaacgaaag

6

ttcggecageyg
aagaagcgga
cgagcgcaag
ggagggtaat
kcaaacktttt
aggaactgat
toggagecktect
ggagagcggag
ccgegggetg
caatgtacac
tgcagacccg
tggtgaagaa
gagactgtgt
ggcecogoagt
tgtcccaget
tacagaacaa
atrtccatat
catttagggg
tacacggata
gtggtccaca
ttggaagtaa
ggagaagggt
ggctgtggece
atcaccctgg
gtattcaaag
tttaaatcte
atatccgzaag
gcggtggegg
ggggcggtgt
aagtgcgcectg
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Figura 6

gcagracetc
ccoccaaceac
aaaatacggg
gaggaadggac
aataaagtga
cagcagaata
cgatctcaag
agtetggtga
gctgaacttt
gtcattgtgg
gaaaccacat
gtggttgtta
gatcgatatce
attctygatta
gragaagctce
tccacggagg
gaaataaatt
ttaagtgggy
ttgtagtcet
tttctagagg
tcaatagtgg
tgggggatty
tttggtacaa
gtgatggggg
ggtatagaga
atcatgteeca
gtgcgggaga
gggtggacga
cttcttctge
taagtatt

ggcagecacct
ataasaggtg
agctceceaat
gaacacctca
agtggtattt
aagaatattyg
gacaacggag
ccgttgeaga
tgaaagtgag
ggccacctag
actggaaacc
ttgatgactt
cattgactgt
ccagcaatca
tctatcggag
aagggggeca
actgagtcyt
ggtctttaayg
ggtcgtatth
tttgtagecct
agtcaagaac
tatggcggga
agttatcatc
agcagggceca
ttttgotggt
ccgeceocagga
ggcgggEgtt
gccaggggcg
ggtaacgccet

42

cagrageaac
ggtgttcacg
ctcectattt
cecteoecagguqg
gggtgcccga
cagtaaagaa
tgacctgtct
gcageacecect
cgggaaaatyg
gtgtggtaaa
acctagaaac
ttatggctgg
agagactaaa
gaccceogttg
gattacttecc
gttcgtcace
ttttatcact
attaaattcce
actgttitcyg
cagccaaage
aggtttgggt
ggagtagttt
tagaataaca
gaattcaacc
coccegctoea
gggcgttgtg
gaagatgcca
gegycggagg
ccttggatat

atgcccagea
ctgaataatc
gattatttta
ttcgectaatcet
tgccacatcy
ggcaacttac
actgcectgtga
gtraacgkttcg
cagaagcgtyg
agcaaatggg
aagtggtggg
ctgcecgtggy
ggtggaactg
gaatggtact
ttggtatttt
ctttceoccee
tcgtaatggt
ctgaattgta
aacgcagtgeo
tgattecetctt
gtgaagtaac
acatatgggt
gcagtggage
ttaaccttte
gggggaacda
actgtggtac
tttttectre
atctggccaa
gtcatagctLg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
E60
720
780
840
900
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1768



52Q 1ID No.

accagaogcac
zgaagaatgg
cttecgaaga
ttgttggega
trgtgaagaa
agaaagccaa
ttattgaatg
gtacecrtgto
tcagaaattt
atrggaagac
ctgctaattt
atggttacca
atgatctact
o= Todad ol ol B = off of
cctcaactgce
ggaagaatgc
catgccctga
ttctattact
.catacatggt
cgaggcctac
tgttatttgy
gggagtagta
cataggttag
ccacteocooct
ttattcrgta
agtegtcaat
getrgacagt
tccaacggta
gatggctgeg
aaaacgaaag

7

ttcggcagcyg
aagaagcgga
cgagcgceaayg
ggagggtaat
gcamacttt
aggaactgat
tggagctoct
ggagagcggyg
ccgegggoty
caatgtacac
tgcagacccyg
tggtgaagaa

gagactgtgt,

ggocegeagh
tgtceccaget
tacagaacaa
atttccatat
catttegggg
tacacggata
gtggtccaca
ttggaagtaa
ggagaagggt
ggetgtggcce
atcaccctgyg
gtattcaaag
tttaaatete
atatccgaag
gcggtggegg
ggggcggtgt
aagtgecgcecty
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Figura 7

gcagcacctc
cecogcaaceac
daaatacggg
gaggaaggac
aataaazgtga
cagecagaata
cgatctcaag
agtctggtga
getgaactts
gtcattgtgg
gaaaccacat
gtggttgtta
gatcgatatc
attctgatta
gtagaagetce
tccacggagg
gaaataaatt
ttaagtgggg
ttgtagtect
tttctagagg
tcaatagrgg
tgggggattg
tbtggtacaa
gtgatggggyg
ggtatagaga
atcatgteca
gtgcgggaga
gggtggacga
cttcttectge
taagtatt

ggcagcacct
ataaaaggtyg
agctcocccaat
gaacacctea
agtggtatect
aagaatatty
gacaacggag
ccgttgcaga
tgaaagtgag
ggccacctygyg
actggaaacc
Ltgatgactt
cactgactgt
ccagcaatca
tcratcggag
aagggggcca
actgagtctt
ggtctttaag
ggtcgtattt
ttegtageet
agtcaagaac
tatggcgagga
agttatcatc
agcagggceca
ctttgttggt
cocgeccagga
ggegggtgtt
gcecaggggey
ggtaacgect

43

cagcagcaac
ggtgttcacg
ctccctattt
cctccagggyg
gggtgccoge
cagtaaagaa
tgacchtgtct
gcagcaccct
cgggaaaatg
gtgtggtaaa
acctagaaac
ttatggctagg
agagactaaa
gacccegtty
gattacttce
gttocgtecacc
ctttatcact
attaaattct
actogttttcg
cagccaaage
aggttrgggt
ggagktagttt
tagaataaca
gaattcaacc
cccecctcee
gggcgttgtg
gaagatgeca
geggeggadyg
ccttggatac

atgecaocagca
ctgaataatc
gattatttta

ttcgctaatt-

tgccacateg
ggcaacttac
actgoctgtga
gtaacgtttg
cagaagcgtg
agcaaatggg
aagtggtggg
ctgcegtggg
ggtggaactg
gaatggtact
ttggtatcttt
ctttecceces
tcgtaatggt
ctgaattgta
aacgcagtgce
tgattcetet
gtgaagtaac

-acatatgggt

gcagtggagc
ttaacctttt
gggggaacaa
actgtagtac
tctttectte
atctggccaa
gtcatagctg

60
120
180

240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
360
1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16R0
1740
1768
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Figura 1.1
Plasmido pJP109

Promotor bCMV/IE
Resistencia a la kanamicina

pJP109 ,
(5567 pb) Intrdén A
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Figura 1.2
Plasmido pJP111

pJP111

(5810 pb) Intrdén A
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Figura 1.3
Plasmido pJP120

Promotor bCMV/IE
sistencia a la kanamicina

pJP120
(5565 pb)
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Figura 1.4
Plasmido pJP121

Promotor bCMV/IE
sistencia a la kanamicina

pJP121
(5804 pb) Intrdén A
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Figura 1.5
Plasmido pJP058

Promotor bCMV/IE
Resistencia a la kanamicina

pJPO5B
(5405 pb) Intrén A
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Fig. 2.1A

Hindill {1)
1 ARGCTTCTATCAARAGTUTTARTGAGT TRGE TG TAGATAGTATAGATATTACTACARAGGTATTCATATT

71 mmmnmmmmmmm

141 ATARTGACTGCAAR TT IGRACC G TTCACAT T T TARTCATCACSC GTTCATARSTTTCAACTGCATAGATC
211 ARRATCTCRCTAAAARGATRGCCGATGTATT TGAGRGRAGATTGEACATCTAACTACGTTARRGAARTTAC
2B1 AGTTATARRTAATACATAATGEATTTIGCT TATCATCAGT TATATITRACATAASTACARTABAPAGTATT

351 AAATAARRATACTTRCTIACGAAARAATGTCATTATTRCAAAARCTRTATT TIACACAACAATCTATACT
1khvet SerLeuleuBGinlysleuT yrPheThr GluGlnSer | | eVa

421 ABACTCCTTTAAGAGTTATARTTTAARRGRTAACCRTRAATETARTATT TRCCACATCAGATGATGATACT
15% | Gl uSes PheLysSer TyrAsnLeul ys AspAsnHisAsnVal 1 lePheTht The SatAspAspAseTh

491 CTIGCTACSTAATAAATGARCATARTGTACTGT TATCTACARGATTATTATCATTIGATARARAT TCTGTTTT
3ak Vel ValVal Ll eAsnGl vAspAsnVellevleuSer Thr AtglevlevSar Phelsplysi| eleuPheP

561 TTRACTCCTITAATAACGEITTATCARARTACGARRCTATIAGTGRTACAATATTAGATATAGATACTCA

62? heAsnSar PheAsnAsn@ yLouSerlyaTysGl uThr 1 1 9SerAspThr | | ebauAspl [ eAspThr HI
631 mammmmmemmmmmmm

BSP sA=nTyrTysil eProSer Ser Sel SerLoul suAspl | sleulyslys ArgAl 2CysAspleuGluLeu
701 GRAGATCTAAAT TATCCE T TAATAGEA GAC A AT A CTAACT TATAT T AT AAZLATATCGACTTACATGARTA
104P R uAspLevAsnTyrAl sleul leGlyAspAsnSarAsnLeuTyrTyrLysAspMet Thr TyiMe1AsnA
771 mmmmamwmmmmm
132 snTrpleuPheThrLysGlyleuleuAspTyslysPheVe lLaulenAraAspVa lAsply sCysTy Ly

Nru| (880) Nde! [201)
811 ACAGTATAATARARACARTACTATANTACATATANIMCATCCORATAACACRORETA

155} =GinTyrAsnlysbLysAsnThr | TetteAspl | el | eHisArgAspAsnArgBInTyrAsnll el spVal
. L}

.911 ARAAATGTTATAGAATACTGTICTLCIGGUTATATAT TATGE TTACATGATCTRAR AGUOGCTGCTGARG
175k LysAsnVal | | eBIuTyrCysSor Pro@ yTyrl | eleuT rplenHisAspleulys Al sAl Al aGl DA
981 ATGATTGGT TARAGATACGATAACCCTATAARCGAAT PATCTGCGGRATAAAT IATACACTTTCGAGTICAT
2020 spaspT rpLavArgTyrAspAsnArgl | eAsnGl ulauSer Al eAsplysteuTyrThr PheGlufhall

1051 AGTTATATTAGARARTAATATARRACAT TTACGRACTAGCTACARATAM T CTACATCCAARCARACGATAATA
225% eVal l{ slau@ uAsnAsnl | stysHisteuArgValGlyThrilelteValHIsProAsnlysilelte

1121 GUTARTGCTACATCTARTAATATACT T ACTGAT T TIC I ATCTTAOGTAGAAGRRCTARTATATCATCATA
249 AlaAsnGiyThr SerAsnAsn! | ebeuThrAspPheblevBar TyrVal & aGl uleultaTyrHisHIi sA

EcoRi {1223)

1181 ATTCATCIATARTATTGGOCGGATAT T I TT TACRATTCT T T GAGACCACTATTTTATCRAEAATTITATTIC
272P snSet Ser-11e) lelevAl aGlyTyPhelsu uPhePheG uThr Thr § | eLeuSal Gl uPhal 1 eSe

1261 TICATCTTCIGARTGGETARTGARTAGTAACTCT TTAGTACACCTGAARRCAGIGTATGAAGTTATACTC
2957 1 Set Ser Ser Gl vT rpValMeiAsnSarAsnCysLlauValHiclauly sThrGlyTytGluAtnl i el e

1331 TTIGATGUTAGTI TATT I TICCAACTC TCTACTAAAAGCARTTATCTAARATAT TCGACAARGRAARLTY
313 PheAspAj aSat LouPhePheGl nLeuSer Thr LysSerAsnTyrValLysTyrTrpTht LysLysTheL

1401 TGCAGTATARGAACTTTI TTARAGRACGUTAARCACTTAGCAARATATATARTTARGAAACGATAGTCAGGT
382% euGl nYyrLysAsnPhePhelys AspGIyL ysGl nleuAlalysTyi) fel lelyslLysAspSer Gl nVa
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Fig. 2.1B

1671 GATAGKRTRGAGTATGT T ATTTACRTCCCAGCTCTATATAATCACG TAACT TACT TAATGGATACGTTTAAR
3650 || leAspArgVa|CysTytLenHi sAlaAl aValTyrAsnHisVal The TyrheuMet AspThr Fhelys
1521 ATTCCTIGCCITTIGATTTIARATTCTCCCGARTCATAGAT. RTTGCRTARGGATA
3840 11 ePreGlyPheAspPheLysPheSer GlyMet il eAspl | ebouleuPheGl y | | eLeuHi sLysAspA

1611 ATGAGAATATATT T AT OO C T CT T I TG TAACT AR TAT AR TATCAGRATC T ATCTATGCAGRTTT
412% snGluksnitePheVyiPtolysAcgVal SerVal ThrAsnil et teSer G uSer i 2Ty Al aAspPh

1661 nmmmmmmm&mmm
435F eTytPnel | sSarAspValAsntysPheSetLysiysifeGlul yrLysThi Me(PheProt leleuAla

1751 GAAAACTACTATCCAARAGGAACCCUCTATTTIACACATACATC TAACGANIATCTTCIGTCTATCIGTT
454 D uAsnTyrTyIProLysGl vA r.gProTytPhaThl HI s The SerAsnGl uAspleuleuSer | | eCysL
1821 TATGCGRAGTARCAGTTTGTAARGEBTATAARARATCCATTATTAT AT TCTAAARGOATATATCRGCRARN
482 suCysGl uValThr Val CysLysAsplleLysAsnProleulauTyrSas LysLysAspl | eSar Al aly

1891 ACGATTCATAGGT T TAT T TACATCIGTCGATATAARTALGGC TG ITGACTTAAEAGGATATARARTAAGA
505» s ArgPhel | e@ yleuPheTht Ser VatAspl | eAsaThr AlaVal Gl ulevArg@ yTyriys! i eArg

1961 ETAATAGGATCTTIAGAATOGUCTGAARRGCATARARATAT TTARTTCTARTOCTACATACATTRGATTAT
528% Val | oGl yCysLouGl uT rpProGl ulysilelysl | ePheAsnSerAsnProThr Tyri | eArgleul
2031 TACTAACARARACGROCTTTAGR AT I  TACATTCC AT CTGC TE AR T T ATATRACAGAGCATATAGE
552¥ soleuThr Bl uAtrgArglieuAspl | eleuHisSar TytLeubsulysPhelsnl 1eThr G uAspl | e Al

2101 TACCRGAGATGAAGTCAGA AR AR P T ACC T AT AAT T IO T T TATCG TCAG T AT T CTAGATCOTATACT
STSt aThrArgAspGlyVatArgAsnAsnLeuProllel | aSee PhelleVal Ser TyrCysArgSer TyrThy

Ndet (z185)

2171 TATARRTIACTAAATIGUCATATC I ACA AT TG TG TARGATAACARACT GT ARATATAATCAGGTAATAT
599% TyiLysLaulevAsnCysHisMa i TyrAsnSer CysLyst{eTh LysCysLysTyrasnGlaval i eT

2261 ATARTOCTATATAGEAGTATATATARTTGAAARAGTAARATATAARTCATAT,
622P yrAsnProllee» = RATRATGAARCCARRTAT

23112

CAGTARTAGRCAGGARCTGGECAGA T TG T T T T I A TGAAG TAAG TACTGCTARATCTCCAR ARTTARAT
2381 AARRATGATACAGCARATACAGCTICATTCARCGART TACCPTTTART T TTTCAGACACACCT TATTAC

2451 AARCTAACTARGTCAGATGATGAGARAGTARATATARATT TAACT T ATCGS TATAATATAATAARGATTC

252) ATGATATTARTAATTIACTTAACGATGTTAATALACTI AT TCCATCAACCCCTTCARACCTTTCTGRAATA

2591 TTRTARAATACCAGTTARTGATATTARRA T AGATICTTTARGAGATGTAAATAATTATTTGGACGTARAG -

2663 GATATRANATTAGCTCIATCTT I CACATGGARARTGAR TTACC T ART AT TAAT AR T TATCGATAGCARTTTTT

2731 TAGGATTTACAGCTCTIATATG TATCAACAAT ACAGGCAGATCTATCETTATOGTAAARCACTGTAACSG

2801 GAAGCAGATTCIATGETARCT GEUCTATCTT TAATAGCCAGATCAT T I TACTCTATARACATTTTACCA

BamH! {2880)
271 CAARTAATAGGATCCTCTRAGATATTTAATAT TATATCTAACAACAACARRAAAATTTAACGATGTATGGE
2541 CAGARGTATTITCIACTARTARAGANAANCATACTCTATCTTATCTACARGATATCAAACRACATANTCA

Hindtll (3058)
TATTRAAANTAGCATA

TTACTAGAAGATTTAAAATCTAGACTTAGTATARC A AR ACAGT TAAA TGO AR TATCGAT I CTATATTTC

3011 TTTAGTAGCTAGCTACTAATATGGARAGRARTGTATACAARANC
3081
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Fig. 2.1C

ATCATARCAGTAGTACAT T ARTCAG T GATATAC TGARACGATCTACAGRACTCARCTATGCARGGAATARG
CAATATGUCAAT TATGTCT ARTATT TTARC T T TAGARC TARARCGT TCTACCARTACTAARAATAGEATA
COTGATACEC TG T TR A ARG TOCRAT ARAT AR TAAGGR T TAAAGRAATAC TTTCTTC TATACT T ICGG
AGGAAAGRACT TTAGAACAACTTARGTTTARTCAARCT TG TATT TATGARCACTATARAAARATTATGGA
AGRATACAAGTARRRGARTCEATST TEAR TG TCGTAGTTTAGRACATAAC TATACGECTAACT TATATARA
GCIGTACGEACAARACCARTATATGR TTACT TATATACTAGC TCTCATAAGTAGGATTAATAATATTATAG
ARACTTTRARAT AT AR TC T GG TGECCTAGRC GAATCTACAATACGT ARTATABATTATATAATTTCACA

AAGRACAAARAARRATCARGTTTCTARTACCT TRTAGATAAACTATATTTITTALCACTGA
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Fig22

pdP1O2 C6 brazo derecho
(5376 pb)

orf2 de PCV2
- C6 brazo izquierdo

Sacl (3167)
Not! {3159}

Salf (27s8)

ani [E53)

BamHl {1184)

Scafl [1823)
BamHt (1818)

rul {2026)
EroRY (2030}

Smaf (2296)

Smal (27e2) Sl (2641) Ndel {2472) EcoR) (2353)
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Fig. 2.3

Keni (1)
1 GGTACCTICATAARTACAAGTITGATIARACTTARGTTGTTCTARAGTICTIICOS

71 CARRGTATTTCTTCTACATCCTTACTRTTTATTGCAGCT T TARCAGCTCIATCACGTATCCTATTTT T

141 Tarmrmmmmtrmmmmmmmmm

211 AGTTGAGTCTGTAGATCGTITCAG T ATATCACTGATT ARG TACTACTC T TATGATCARATATAGARTCG

281

ATATTGGCATT TRACTGT T TTCT TATACTARGTCTAGATT TTAARTCTTC TAG TAATATGCTATTTAATA

351 TAAARGUTITCCACGTTT TG TATACAT TTCI TICCATATTAGTAGCIACTACTAARTGATTATCTTCTTT

121 CATATCTTCTAGATARGATAGACTATCTTTATCTTTATTAGT AGRAARTACTTCTGCOCATACATCGTTA

BamHi (532)
451, RATITTTTIGTIGTTGT TAGRTATAATAT FARAT ATCTAGRGRATCCTATTATTTGTGGTARRATGTTTA
561 TAGAGTAARRTGATCTGGCTATTAARCATAGGCCAGTTACCATAGRATGCIGCTTCCCGTTACAGTGTTT
6§31 TACCATARCCATAGATCTGOCTGTATTGTTGATACATATARCAGCTGTAARTCCTARAAARTTCCTATCA

701 TARTTATTAATATIAGGTAATTCATTICCATGTGAAAGATAGACTARTTTZATANCCTTTACCTOr

771 AATTATTTACATCICTTARACARTCTAT T TTARTATCATTARCTCGTATTTTATAATAT

381 TEAACGGETTGATGGARTARCTCTATTAACATCETTARG TAARTTATTAATATCATG

511 TTATACCCATAAGTRARAT T ATATTTACT T T CA T C AT CIGACT TACTTACT I TG TARTARGC TG TR T
981 CTGAARARATTAAAAGCTAATTCCTICRATGARGCTGTAT T TGC TG TATCAT T TTTATCTARTTTTGGAG

1051 ATTTAGCAGTACTIACTICATTAGARGAAGAATC ICCCAGTTCCTC ICTATTACTGATATITCC T TCAT

; ! EcoRl {1
1121 TATTATATGATTTATAT I T ACT T T TCAAT TAT A TATACTC AT TTGACTAGTTAATCANTRAARARGART

1191 “TCCTGCAGCTCTGTACCTAATTARTTAAGCTACAARTAGT T TCGTT TTCACCT TG TCTARTARCTARTTA

BamHl (1266)
1261 x CTTAAAMAGTCAAARTAAATACAARCGTTCT TGAGEG
EcoRV {1378)
Nrul {1374)
1333

GIGTTAAATTGAAAGCGAGARATARTCATAAAT TAT TTCAT TATCCCCAT AT COG T TAAGTI TGTATCGT

140 GCGAGGCGTTACCGCACARGAAGACACT GOODCCECAGCCRICTTGGUCAGATCCTC
1*Mat The Ty rProAzg ArgAIgTYrATgAIGAIGAIgHI SArgProArgSer BisLeuGl yGinlleleu

1471 CGCCGLCECOCCTGEEETOETCRACIICTGCCACCECTACCETTGGAGRAGGARARATGGTA

" 24V AcgAcgArgProT rpleuVal HisProAigHi s AtgTytAsaT ipArgArglysAsnGly! I‘ :;;?As“u“

1841 COCGOCTCICCCGCACS ITORGATATAC TG TCARGEG TACH ACAGTCACARCCOCETCCTEGGCCETHR
47% hrArgLeuSer ArgThe PheGly TyrTht Val Lys ArgThy Thr Val Thr Tht ProSer TipAl aValAs

Smal (1644)
1611 CATGATCAGATTTAARRTTGAL CCAACA] »

GACTTTGTTCCCCOGGGAGREGGRR
70P pM IMe1ArgPhelys! |l eAspAspPheVal ProProG yGl yGi yThrAsalys| l eSer {1 eProPhe
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Xpni (523}
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Z
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BarnH{ (1918)

orfl de PCV2 rul (2026}

[ C6 brazo izquierdo =oRY (2039)
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Noit {3402} 55 Sesepe e O R

Bell (2320)
Sect (2376)

Smal {3005) Szl (2993) Ndel (297%) EcaRV (2748} Neol {2671)
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onl (553)
BamHl (1184)
pJP107
(6465 pb)
w| {1958)

Sacl {a258)
Nell =248}

Noel (2127)

coRl {2236}
Smeaj {2303)

Smal {385%)
Sall (2845)
Ndel (3825}

EcoRY (2568)
wl (2573)

BamH) (2764)

EcoRV [3524) Ncal (3517) Sach (3222) Bl (3185) Sacl (2998) EcoRAV (2875} Nrul (2872)
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Fig. 2.6A

Kpnl (1) .
AAATACAAGTTTGATTARACTTAAGTTGTTCTARAGTICT TICCTOCGARGE TATAGAR
71

CARRGTRTTTCTTCTACATCCTTACTAT T TATTGCAGCT TTTAACAGCCT ATCACGTATCCTATTTTTAG
141 TRATTGETAGRACSTTTTASTICTAAAGT TAARATATTAGACATAAT TGOCATATIGCTTATTCCTTGCAT
211 AGTTGAGTCIGTAGATCETTTCAGTATATCACTGATTARTGTACTACTGT TATGATGARATATAGARTCG
281 ATATTGECATTTARCTGTITIGITATACTAAGTCTAGATTTTARATCTICIAGTARTATGCIATTTAATA

351

TRANMGC T rCCACG T T T T TG TATACAT TIC TT T CCRTAT TAG TAGCTAC TACTARRTGATTATCTTCTTT

421 CARTATCTIGTAGATAARATAGRCTAIC T TTATCITI AT TAG TAGRARATACTICTGGCUATACATCET YA

BemHl (532)
491 ARTTTITT IGCTIGCITEI TAGAYTATAATATTARATATCTAGAGGR'

€1 TAGARCTARAATGATCTGECTATTARRCATABGOCAGTTACCATAGRATGCTIGCTICCCEGITACAGTGTTT
631

MTAWWW

701

B41
a1
981 Wm@mmmm
1051
1122

1191 CTGGEEAT T I TAAGAT TAAAT TCTC TEAAT TCTACATACATCCTTACAL GG
233¢ProlystauPreProAsplyslevAsnPheGibArgPhaGi nVal TyrtMat Thr ValArgl

Stul {1306}
1261 ATATICTACTCCIGGICGTATITACTGT T T TCRARACGCAGCHGICOAGGECTACGTGETCCACATTICCAG
2124 | eAsnTyrAspG] nAspT ysLysSarAsnGi uPheAl aAl aGlyLeuGlyVal HisAspVal AsnGl ySe
1331 A GOCARAGCTGRTTCCT TITCT AT TTGOTIGGRACTAATCARTAGTGGAGTCARG
18947 Thr Gl nLeuArgleuT spleuG nAsnArgLysAsnAsnProGinPhaTyrAspl | aThe SarAspleu
1401 AACAGCTIIGGGICTGARGTAACGGEAGT GG TAGGAGAAGEGT TEGGGCAT TG TATGCOCGGAGBROTAG
1664 ValProlysPraThr PheTytArgSer Hi e TyrSer PheProGinProlleThr Hi sArgSer Ser TyrA
Ndel {1475)

1471 TYTACATATGCCGTCATAGETTAGSECTCTGGOCT T TGTTACARAGTTATCATCTAGAATARCAGCACTGS
142 4snVal Ty ProAspTyrThrLeuAl aThr AY alysThr Val PheAsnAspAsplaul | eVailAflaThe Se

EcoR| {1564}
1541 AGCCCACTOCCCTA!

TCACCTTEGGETGATGGGCERGCAGCECCACART TCAACCTTAAMCCTTTCTTATTCT
11947 GlyVa) Gl yA rgAspGl yGInThr | LeProSer CysP1oT rpFheGluVallysValLysAcglleArg

Smal (1651)
1611 GIACTATTCAAAGCGTATAGAGA! ;

TT T TG TTOCTCCOCCCTOUCGOEGGARCAARGTCETCAATTTTARAT
964 Tyt TyrGl uPheP ol sSes | | eLysAsnThr GtyGly@ly frof raVal PheAspAspl | el ysPheA
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Fig. 2.6B

1681 ORI CA TG T OCACCEC O A GAGG GG T T TGAC T G T G TACG U I TGACACTATATCCRAAGGTGOGES
Tidr gMetMatAspVal Al T tpSer ProThe The Ve i Thr Thy ArglysVal The Ty1GlyPheThr A rgSe
1751 AGAGEGCGGIGT IGAAGATCOCAT T T T CT T e A AL GE T A COC TGO GEOCE TG EALGAGCCRGEE
1947 LevArpTht AsnPhel JeGlyAsnLye ArgArgT rpArgTyr ArgHisArgProHi sVat LeuT 1pPro

1821 GOGGOCGECEACCA T T CE O ARG S TOC GGG CGC G B TE T T TC I TCIGC GG TAACGCCICCTTGREA
286ArgArgArgleni| oGl nGl yleuth sSer ArpProAcrgHisArgArgAtgAryTyr A1gATgATgProT
Nrul {1521)

EcoRV (1917)

1891 TACETCATTACGATACAARCT TARCGGATATOGCGATAA TGARATAATTTATGAT TATTICTCRCTTICA
24y rThrivat

1961 AITTAACACAACCCTCARGRACCITIGT AT TTAT T I TCACTT I T TARG TATAGARATAAAGAAGCTCGRGEES

2031  ATCARTTICCTGCAGCUCTGCAGCTART TRAT T AAGC T ACARATAG T I TOG T TICACCT TG TCTAATALL
BamHl {2132)
2101 TARTTAATTAACGATCCCOCAGCTTCTTTATICTATACTTAAARAGTGAAAATAARTACARACGTTCTTG
BooRY (2224)
Nivl (2220)
2171 AGGGTTGTGTTAAATTGARAGCGAGAARTARTCATARAT TATTTCATT.
22421 TARAAGGTGEETGTTCADGCTE
1* Me1ProSer LystlyeAsnGlyAtgSer Gl yPro& nPraHisLysAtgY 1pVel PhaThy Loy
Sacl (2347)
2311 AATAATCCT TCCCARGACGARCGCRAGAAAA TACG G AGCTCCCARTCTCCCTAT T ICGATTATTTTATTG

2Z) AsnAsnProSer @ uAspGl vArglysiysileArgGluLeuProl leSer LeuPheAspT yrfhal l eV
2381 TTCGUGAGGAGGGT:

AATGAGGAAGGRCEAACACCTCACCICCAGGEETTOCL T ART T TIC TGARGRAGCA
4% a1 61 yCt UG UG yAsnGl uG UGl yA rgThr ProHisLeuGl n6 yPheAl sAsnPheVailLyslysGl

Bell (2514)-
245) AACT T AR ARAC TGA ARG TG T AT T MG TGO CC SO TCCCACATOCAGRAA ACOCARACERACTGATCAR
EB? nThr PheAsnLysValLysTrpTyrLeuGl yAl sArgCysHisl ) e@ ulysAlalysGi yThrAspGin
Sect (2570)

2521 CAGAATAANGARTATTGCAGTAARGAAGCCARCTTACT I ATTGAATCTERAGCTCOTCOATCICAAGGAD
92 GlnAcnlys Gl LT yrCyeSerLysGluGl yAsnleutou |l e Gl uCys Gl yAl aProArgSer GinGlyG
2591 AACGGAGTGACCTGICTAC TG TG T CAG T A C T T ST T CRAGAGCEGRAGTCTOCTIGRCCGTIGCAGRETA.
115 InArgSerAspleuSar Thr AlaVal Ser Thr LeuleuGl uSar Gl ySerLeuVal Thr Val Al 2 Gl uGl
2661 CCACCCT CTAACG T I G TCACRART T T UG OGO GECTCAAC T TI TGAAACTGACD OGS ARAATECAS
138> pHisProVal Thr PheValArgAsnPheArgG) yLouAl aGl ulsut eulysVal Ser Gl yLysMet Gl n

2731 AAGCGTGATTCERAGACCARN T GTACACCTCAT TG IGECGCCACCTEEETGTECETAAA R CCARATGECCTE
162% LysArgAspT rpLysThrAsnVal HisVal f leVsIGlyProP 10GlyCysGl yLyeSer LysT rpAl aA

Neol (28585
2801 CTARTTTIGCAGACOCGRARACCACATAL TGORAAACCACCTAGAAACAAGTGE TGEGATGETTACCATGS
1855 | nAsnPheAl sAspProGI UTht Thi Ty 1T rpLysProProArgAsnlysTipT rpAspGly Ty rHi s @

2871 TGARGRAGTGGT TG I TATTGATGACT I T TAT CGU TGO TGO CeTGOGATGRATCTACTGAGRCTG TG TGAT
208 yG] uGl uVal Val Val | | sAspAspFheTytGly TrpLeuProT rpAspAsplLeuleuArglLeuCysAsp

EcoRV (2842) :
2941 CGATATCCATIGACTGTAGAGACTARRGETGGAACTGTACCTITTTTGCCCOGCAGTATTCTIGATTACCA
232PArgTyrProLeuThe Vai Gl uThi LysGl yG1yThr Val ProPheleuA) sArgSar ) leLeu) 12Ths S
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Fig. 2.6C

3011 GCARTCAGACCCCG T ToGRATGGTACT L AR TG TG TCCCA G TG FASARGETCICTATOSGACEAT
255 erAsnGi nTht ProleuGlut ipTyrSer Ser Thi AlaVal ProAl aVai Gl ual sl eul yrArgArgl|

3081 TACTTCCTTGETATTTTGGARGRATGCTACAGARCAR TCCAIGEAGEARSLECCOCAGTTCCTCACCCTT
273 eTht SerLeuVa! PheT rpLysAsnAl aThr G UG nSer The G uGl LG YGIyGInPheVal Thr Lew

Smal (3189)
Ndel (3173) Sall (3183) s ;
3151 TCOCCCOCATGOCCTGAR TTICCATATGAAA TARATTACTGAGTCBACCOCEEET PITIATAGCTARTTA
30ZP Sar ProProCysP roGl uPheP1oTyrGlul leRsnT yy

3221 GTCATTTTTICGIARGTAAGTATTTTIATTTARTACT TT TT AT TG TACTTATG T TAAR TATARCTGATCA
3291 TAACAARATOCAT TATG T AT AT I TATAAC TG TAATTTC TTTAGC S TAGT TAGATGTCCAATCTCTCTCA
3361 ARTACATCGGCTATCTTTTTACTGAGRTTTTGATCTATGCAGTTGRARCTTATGARCGOGTEATGATTAR
3431 AATGTGAACCGTCCARATTIGEAGTCATTATATGACCETATCTATTATCTAC TATCATCATCT TTGAGTT
3501 ATTAATATCATCTACTTTARAATTGATAGGARATATEARTACCTT TG TAG TARTATCTATACTATCTACA

Sad {3504)

Nall {3596)
3571 CCTRACTCATT.
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