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DESCRIPCION
Circovirus porcino, acidos nucleicos, polipéptidos y vacunas
Sector de la técnica

La presente invencion se relaciona con nuevas cepas de circovirus porcino (PCV para Porcine Circo Virus)
responsables del sindrome PMWS {Porcine Multisystemic Wasting Syndrome o Post-Weaning Multisystemic Wasting
Syndrome, también denominado sindrome del debilitamiento generalizado posterior al destete), asi como con
métodos que permiten su deteccion, métodos de vacunacion y vacunas, asi como con métodos de produccion de
estos reactivos y vacunas.

Estado de la técnica

El PCV ha sido el origen detectado como contaminante no citopatdgeno en lineas celulares de rifiones de cerdos
PK/16. Este virus fue clasificado entre los Circoviridae con el virus de la anemia del polio (CAV para Chicken Anemia
Virus) y el virus PBFDV (Psittacine Beak and Feather Disease Virus). Se trata de pequefios virus (de 15 a 24 nm) no
envueltos cuya caracteristica comun es contener un genoma en forma de ADN de una sola hebra circular de 1,76 a
2,31 kb. Primeramente se pens6 que este genoma codificaba un polipéptido de aproximadamente 30 kDa (Todd y
col., Arch. Virol. 1991, 117: 129-135). Trabajos recientes han mostrado, sin embargo, una transcripcién mas
compleja (Meehan B.M. y col., 1997, 78: 221-227). Ademas, no se conocen homologias significativas de secuencia
nucleotidica ni de determinantes antigénicos comunes entre los tres tipos de circovirus conocidos.

El PCV resultante de células PK/16 es considerado como no patégeno. Se conoce la secuencia gracias a B.M.
Meehan y col., J. Gen. Virol. 1997 (78), 221-227. No ha sido sino muy recientemente que los autores han pensado
que cepas del PCV podian ser patdgenas y estar asociadas al sindrome PMWS (Gupi PS. Nayar y col., Can. Vet. J.,
Vol. 38. 1997: 385-387, y Clark E.G., Proc. Am. Assoc. Swine Prac. 1997: 499-501). Nayar y col., detectaron ADN de
PCV en cerdos que presentaban el sindrome PMWS por técnicas de PCR. Sin embargo, hasta ahora no se ha
aislado ni purificado ninguna cepa silvestre del PCV.

El sindrome PMWS detectado en Canada, en los Estados Unidos y en Francia, se caracteriza desde el punto de
vista quimico por una pérdida progresiva de peso y por manifestaciones tales como taquipnea, disnea e ictericia.
Desde el punto de vista patologico, se traduce por infiltraciones linfocitarias o granulomatosas, linfadenopatias vy,
mas raramente, por hepatitis y nefritis linfocitarias o granulomatosas (Clark E.G., Proc. Am. Assoc. Swine Prac,
1997: 499-501; La Semaine Veterinaire N° 26, suplemento a la Semaine Veterinaire 1996 (834); La Semaine
Veterinaire, 1997 (857): 54; Gupi, PS., Nayar y col., Can. Vet. J., Vol. 38, 1997: 386-387).

La solicitante ha conseguido aislar cinco nuevas cepas de PCV a partir de muestras pulmonares o ganglionares
procedentes de granjas situadas en Canadd, en los Estados Unidos (California) y en Francia (Bretafa), en lo
sucesivo denominados circovirus segun la invencién. Estos virus se han puesto de manifiesto en lesiones de cerdos
afectados por el sindrome PMWS, pero no en cerdos sanos.

La solicitante ha secuenciado ademéas el genoma de cuatro de estas cepas, a saber, las cepas procedentes del
Canada y de los Estados Unidos, asi como dos cepas francesas. Las cepas presentan entre si una fuerte homologia
a nivel nucleotidico, que sobrepasa el 96%, y mucho mas débil con la cepa PK/16, de aproximadamente el 76%. Las
nuevas cepas pueden considerarse por tanto representativas de un nuevo tipo de circovirus porcino, denominado en
el presente documento tipo Il, estando representado el tipo | por la PK/15.

Objeto de la invencion

La presente invencion se define por las reivindicaciones y describe el circovirus porcino del grupo I, tal como se ha
definido anteriormente, aislado o en forma de preparacion purificada.

También se describe cualquier circovirus porcino susceptible de ser aislado de una muestra fisiolégica o de una
muestra tisular, especialmente de lesiones, de un cerdo enfermo que presente el sindrome PMWS, especialmente
siguiendo el método descrito en los ejemplos, en particular con el circovirus de tipo Il.
La presente invencion describe mas particularmente preparaciones purificadas de cinco cepas, que fueron
depositadas en la ECACC (European Collection of Cell Cultures, Centre for Applied Microbiology & Research, Porton
Down, Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Reino Unido) el jueves 2 de octubre de 1997:

-N°de acceso V97100219 (denominado en el presente documento Imp.1008PCV),

-N°de acceso V97100218 (denominado en el presente documento Imp.1010PCV),

-N°de acceso V97100217 (denominado en el presente documento Imp.999PCV),

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2524359 T3

y el viernes 16 de enero de 1998:
-N°de acceso V98 011608 (denominado en el presente documento Imp. 1011-48285),
-N°de acceso V98 011609 (denominado en el presente documento Imp. 1011-48121).

La invencién pretende considerar los circovirus porcinos aislados de un cerdo enfermo y/o los circovirus que tengan
un parentesco serolégico significativo con las cepas de la invencién y/o los circovirus que tengan una hibridacién
cruzada con las cepas de la invenciéon en condiciones estrictas tales que no haya hibridacién con la cepa PCV
PK/15.

Las cepas viricas aisladas de una muestra fisiolégica o de una muestra tisular, especialmente de una lesion, de un
cerdo que presente el sindrome PMWS pueden propagarse ventajosamente en lineas celulares tales como
especialmente lineas celulares de rifidn de cerdo, en particular células PK/15 indemnes a la contaminacion (en
particular para PCV, asi como para pestivirus, adenovirus porcino y parvovirus porcino) con vistas a su multiplicacion
o especificamente para la produccién de antigeno, entero (por ejemplo, virus) y/o subunidades (por ejemplo,
polipéptidos).

De un modo muy notable e inesperado, estos aislados han mostrado ser muy productivos en cultivo sobre células
PK/15, lo que presenta ventajas innegables para la produccion de virus o de antigeno, en particular para la
produccion de vacuna inactivada.

También se describen preparaciones de circovirus aislados después de hacer pases sobre células, especialmente
lineas celulares, por ejemplo células PK, cultivadas in vitro estando infectadas por al menos uno de los circovirus
descritos en el presente documento, o de cualquier circovirus susceptible de ser aislado de una muestra fisioldgica o
de una muestra tisular, especialmente de lesiones, de un cerdo que presente el sindrome PMWS. También se
describen sobrenadantes o extractos de cultivo, eventualmente purificados por técnicas estandar, y de forma general
cualquier preparacion antigénica obtenida a partir de los cultivos in vitro.

También se describen los principios activos inmunogénicos y las vacunas que contienen al menos un antigeno tal
como se define anteriormente.

Puede tratarse de principios activos inmunogénicos basados en virus enteros vivos atenuados, o vacunas
preparadas con estos principios activos, efectuandose la atenuacion de acuerdo con los métodos habituales, por
ejemplo, realizando pases sobre células, preferentemente pases sobre células de cerdo, particularmente lineas,
tales como las células PK/15 (por ejemplo de 50 a 150, particularmente del orden de 100 pases). Estas vacunas
comprenden en general un vehiculo o un diluyente aceptable desde el punto de vista veterinario, eventualmente un
adyuvante aceptable desde el punto de vista veterinario asi como eventualmente un estabilizador de liofilizacion.

Estas preparaciones antigénicas y vacunas comprenderan preferentemente de 10% a 10° DICT50.

También puede tratarse de principios activos inmunogénicos o de vacunas basadas en antigenos de circovirus de
acuerdo con la invencion, en estado inactivado. Las vacunas comprenden adicionalmente un vehiculo o un diluyente
aceptable desde el punto de vista veterinario eventualmente con un adyuvante adicional aceptable desde el punto de
vista veterinario.

Los circovirus, con las fracciones que puedan estar presentes, son inactivados segun técnicas conocidas por el
experto en la materia. Se efectuara la inactivacion preferiblemente por via quimica, por ejemplo, por exposicion del
antigeno a un agente quimico tal como formaldehido (formol), paraformaldehido, y B-propiolactona o etilenimina o
sus derivados. En el presente documento el método de inactivacion preferido sera la exposicién a un agente quimico
y, en particular, a etilenimina o a la B-propiolactona.

Preferentemente, las vacunas inactivadas divulgadas seran adyuvantes, presentandose ventajosamente en forma de
emulsiones, por ejemplo, de agua en aceite o de aceite en agua, segun las técnicas bien conocidas por el experto en
la materia. El caracter adyuvante podra también provenir de la incorporacion del principio activo de un compuesto
adyuvante habitual.

Entre los adyuvantes que pueden utilizarse, se pueden citar como ejemplo el hidréxido de aluminio, las saponinas
(por ejemplo, saponina Quillaja o Quil A, véase Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach, 1995, editado
por Michael F. Powel et Mark J. Newman, Plennum Press, Nueva-York y Londres, p 210), la Avridina® (Vaccine
Design p 148), el DDA (bromuro de dimetildioctadecilamonio, Vaccine Design p 167), el polifosfaceno (Vaccine
Design p 204), o incluso emulsiones de aceite en agua a base de aceite mineral, escualano (por ejemplo emulsion
SPT, Vaccine Design p 147), escualeno (por ejemplo MF59, Vaccine Design p 183), o de agua en aceite a base de
aceite metabolizable (preferentemente de acuerdo con el documento WO-A-94 20071) asi como las emulsiones
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descritas en el documento US-A-5 422 109. También pueden seleccionarse asociaciones de adyuvantes, por
ejemplo Avridina® o DDA asociado a una emulsion.

Estas vacunas comprenderan preferentemente de 10°® a 108 DICT50.

Los adyuvantes de vacunas vivas podran seleccionarse entre los proporcionados para la vacuna inactivada. Se
preferiran las emulsiones. A las indicadas para la vacuna inactiva, pueden anadirse las descritas en el documento
WO-A-9416681.

Como estabilizante de liofilizacion, se puede citar como ejemplo el SPGA (Bovarnik et al., J. Bacteriology 59, 509,
950), hidratos de carbono, tales como, sorbitol, manitol, almidén, sacarosa, dextrano o glucosa, proteinas tales como
albumina o caseina, derivados de estos compuestos o tampones tales como tampones de fosfatos de metales
alcalinos.

La solicitante ha obtenido ademas el genoma de cuatro de los aislados, identificados como SEC ID N* 1 a4y
eventualmente 6. fragmento de ADN que contiene.

También se describe un fragmento de ADN que contiene todo o parte de una de estas secuencias. Es obvio que la
invencion ampara automaticamente las secuencias equivalentes, es decir, las secuencias que no cambian la
funcionalidad ni la especificidad de cepa de la secuencia descrita ni de los polipéptidos codificados por esta
secuencia. Se entiende que se incluiran las secuencias que difieran por degeneracion del cédigo.

También se incluyen las secuencias equivalentes en el sentido de que sean capaces de hibridarse con la secuencia
anterior en condiciones muy estrictas y/o de que tengan una gran homologia con las cepas de la invencion y de que
pertenezcan al grupo Il antes definido.

Estas secuencias y sus fragmentos se utilizan para la expresion de polipéptidos in vitro o in vivo usando vectores
apropiados.

En particular, los marcos abiertos de lectura, que forman fragmentos de ADN de acuerdo con la invencion, utilizables
a este efecto, se han identificado en la secuencia genémica de circovirus de tipo Il. Se divulga cualquier polipéptido
que contiene al menos uno de estos marcos abiertos de lectura (secuencia de aminoacidos correspondiente). La
invencién se relaciona con una proteina formada esencialmente por los MAL4, MAL7, MAL10 o MAL13.

Para la expresién de subunidades in vitro, como medio de expresion, se recurrira preferentemente a E. coli 0 a un
baculovirus (documento US-A-4 745 051). La secuencia, o secuencias, codificantes o sus fragmentos se integran en
el genoma del baculovirus (por ejemplo, el baculovirus del Virus de la Polihedrosis Nuclear de Autographa californica
AcNPV) y este ultimo se propaga después en células de insecto, por ejemplo, Sf9 de Spodoptera frugiperda
(depésito ATCC CRL1711). Las subunidades también pueden producirse en células eucariotas tales como las de
levaduras (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae) o en células de mamifero (por ejemplo CHO, BHK).

La invencién también tiene por objeto los polipéptidos que se produciran in vitro por medios de expresion,
eventualmente purificados después, de acuerdo con las técnicas clasicas. La invencién también tiene por objeto las
vacunas subunitarias que comprenden al menos un polipéptido, tal como el que se obtiene de esta manera, o un
fragmento, en un vehiculo o diluyente aceptable desde el punto de vista veterinario y eventualmente un adyuvante
aceptable desde el punto de vista veterinario.

Para la expresién in vivo, en vista de la realizacion de vacunas vivas recombinantes, la secuencia o secuencias,
codificantes o sus fragmentos se insertan en un vector de expresion apropiado en condiciones que permitan la
expresion del polipéptido o polipéptidos. Como vectores apropiados, pueden utilizarse virus vivos, preferentemente
capaces de multiplicarse en el cerdo, no patdgenos para el cerdo (naturalmente no patégenos o proporcionados
como tal), de acuerdo con las técnicas bien conocidas por el experto en la materia. También podran utilizarse
herpesvirus de cerdo, tales como los virus de la enfermedad de Aujeszky, el adenovirus porcino, poxvirus,
particularmente el virus de la vacuna, de la viruela aviar, de la viruela del canario y de la viruela porcina. Como
vectores también pueden utilizarse ADN plasmidicos (documentos WO-A-90 11092, WO-A-93 19813, WO-A-94
21797, WO-A-95 20660).

Por lo tanto la invenciéon también tiene por objeto los vectores y las vacunas vivas recombinantes o plasmidicas
(vacunas polinucleotidicas o de ADN) asi realizadas, comprendiendo las vacunas adicionalmente un vehiculo o
diluyente aceptable desde el punto de vista veterinario.

Las vacunas de acuerdo con la invencion (subunitarias, vivas recombinantes, plasmidicas) podran comprender uno o
mas principios activos (antigenos) de uno o de varios (2 o 3) de los circovirus de acuerdo con la invencion.

Para cada uno de los tipos de vacunas descritos anteriormente, la vacunaciéon contra el circovirus porcino se
describe como que también puede asociarse con una vacunacion contra otros patégenos del cerdo, en particular los
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que pueden asociarse con el sindrome PMWS. Las vacunas divulgadas, particularmente inactivadas, podran
comprender por tanto otra valencia correspondiente a otro patdégeno del cerdo. Entre estos otros patégenos del
cerdo, se puede citar preferentemente el SRRP (Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino) (el experto en la
materia podra hacer referencia a los documentos WO-A-93/07898, WO-A-94/18311, FR-A-2 709 966 ; C. Chareyre
et al., Proceedings of the 15th IPVS Congress Birmingham, Inglaterra, 5-9 julio de 1998, pagina 139; incorporadas
por referencia) y/o al Mycoplasma hyopneumoniae (el experto en la materia podra hacer referencia a los documentos
EP-A-597 852, EP-A-550 477, EP-A-571 648, O. Martinon et al., p 157, p 284, p 285 y G. Reynaud et al., p 150 del
Proceedings del 152 IPVS Congress anterior; incorporados por referencia). Entre las otras valencias interesantes, se
pueden citar ademas Actinobacillus pleuropneumoniae, E. coli, y Rhinite atrophique porcina o ademas la enfermedad
de Aujeszk, la peste porcina clésica (colera porcino), gripe porcina.

También se divulga un método que permite inducir una respuesta inmunitaria en el cerdo con respecto a los
circovirus descritos. En particular tiene por objeto un método de vacunacion eficaz en el cerdo.

Este método proporciona al cerdo la administracién, en una o varias veces, de una vacuna citada anteriormente. Y
también es posible combinar muchos tipos de vacunas anteriores en un mismo protocolo de vacunacion.

Este método no solo proporciona la administracién a cerdos adultos, sino también a cerdos jovenes o a hembras
gestantes. La vacunacion de estas Ultimas permite conferir una inmunidad pasiva a los recién nacidos (anticuerpos
maternos).

También se describe la posibilidad de diagnosticar en el cerdo la presencia de circovirus de acuerdo con la
invencion. Se describen ensayos de diagnéstico y métodos relacionados con estos que aplican los reactivos que van
a describirse a continuacion.

El conocimiento de secuencias de diferentes circovirus permite definir secuencias comunes que permiten producir
reactivos adecuados para reconocer el conjunto de los circovirus porcinos conocidos.

El experto en la materia también podra seleccionar fragmentos de las secuencias correspondientes a regiones que
presentan poca o ninguna homologia con la secuencia del circovirus PK/15 correspondiente para poder efectuar un
diagnéstico especifico.

Las alineaciones de secuencias permiten al experto en la materia seleccionar un reactivo conforme a sus deseos.

Un primer reactivo consiste en las secuencias de ADN divulgadas en el presente documento y sus fragmentos, que
se utilizaran particularmente como sondas o cebadores en las técnicas de hibridacién o de PCR (“Reaccion en
Cadena de la Polimersas”) bien conocidas.

Un segundo reactivo consiste en los polipéptidos codificados por esas secuencias a partir de virus o expresados
usando un vector (ver anteriormente), o sintetizados por via quimica segun las técnicas clasicas de sintesis
peptidica.

Un tercer y cuarto reactivo consiste en anticuerpos policlonales y monoclonales respectivamente que podran
producirse de acuerdo con las técnicas habituales a partir de virus, polipéptidos o fragmentos, extractos o
codificados por las secuencias de ADN.

Estos segundo, tercero y cuarto reactivos podran utilizarse en un método diagnéstico en el que en una muestra de
fluido fisiolodgico (sangre, plasma, suero, etc.) o extraccién de tejido (ganglios, higado, pulmones, rifiones, etc.) que
proviene de un cerdo a ensayar, se busca la presencia de un antigeno especifico de un circovirus de acuerdo con la
invencién, buscando detectar bien el antigeno en si mismo o bien anticuerpos dirigidos contra ese antigeno.

Los antigenos y anticuerpos podran utilizarse en cualquiera de las técnicas de diagndstico de laboratorio conocidas.

Sin embargo, se preferird aprovecharlas en técnicas que el veterinario, el ganadero o el propietario del animal
puedan realizar directamente sobre el terreno. El experto en la materia dispone del conjunto de técnicas de
laboratorio y sobre el terreno y por tanto puede adaptarse perfectamente para la utilizacion de este antigeno y/o de
anticuerpos como reactivo (o reactivos) de diagnostico.

Las técnicas de diagnéstico que se utilizaran preferentemente son la Transferencia de Western, la
inmunofluorescencia, el ELISA y la inmunocromatografia.

En lo que concierne a la realizacién de métodos por inmunocromatografia, el especialista podra referirse
particularmente a Robert F. Zurk et al., Clin. Chem. 31/7, 1144-1150 (1985) asi como a las patentes o solicitudes de
patente WO-A-88/08 534, WO-A-91/12528, EP-A-291 176, EP-A-299 428, EP-A-291 194, EP-A-284 232, US-A-5
120 643, US-A-5 030 558, US-A-5 266 497, US-A-4 740 468, US-A-5 266 497, US-A-4 855 240, US-A-5 451 504,
US-A-5 141 850, US-A-5 232 835 y US-A-5 238 652.
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Ademas, se busca detectar preferentemente los anticuerpos especificos en la muestra por ensayo directo, por
competicién o por desplazamiento. Para ello, se utiliza el antigeno en si mismo como reactivo de diagnostico o un
fragmento de este antigeno, conservando el reconocimiento de los anticuerpos. ElI marcaje puede ser
ventajosamente un marcaje con peroxidasa o un marcaje particular, preferentemente con oro coloidal.

También puede buscarse detectar el antigeno en si mismo en la muestra usando un anticuerpo de este antigeno
marcado especificamente. El marcaje es ventajosamente como se describe anteriormente en este documento.

Por anticuerpo especifico del antigeno utilizable particularmente en competicién o desplazamiento o para la
deteccion del antigeno en si mismo, se entiende un anticuerpo monoclonal y policlonal especifico del antigeno,
fragmentos de estos anticuerpos, preferentemente fragmentos Fab o F(ab)’».

También se describe la produccién de anticuerpos policlonales o0 monoclonales, especificos del antigeno de acuerdo
con la invencién, pudiendo después utilizarse estos anticuerpos particularmente como reactivos de diagnéstico para
la detencion del antigeno en una muestra de fluido fisiolégico o en una extraccion de tejido, o incluso para la
deteccidon de anticuerpos presentes en dicha muestra o extraccion. También se divulgan los fragmentos
inmunolégicamente funcionales de estos anticuerpos, en particular fragmentos F(ab) y F(ab)’s.

Los anticuerpos podran prepararse por las técnicas habituales. Particularmente se puede hacer referencia a
Antidobies, A Laboratory Manual, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory, USA o a J.W. Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Pratice, Academic Press Inc., cuyo contenidos se incorporan en este documento por
referencia.

También podra procederse particularmente, como ya se sabe de hecho, a la fusion de células esplénicas de raton
inmunizadas por el antigeno o por al menos uno de sus fragmentos, con células mielomatosas adecuadas.

También se describe una preparacion, preferentemente pura o parcialmente purificada, o incluso bruta de
anticuerpos monoclonales o policlonales especificos del antigeno, en particular anticuerpos de ratén o de conejo.
También es posible determinar epitopos de interés particularmente en base a las secuencias de ADN descritas en el
presente documento, bien sean epitopos de interés desde el punto de vista de la vacuna o epitopos de interés en
cuanto al diagnéstico. A partir de la secuencia de ADN del genoma del circovirus de acuerdo con la invencion, el
experto en la materia puede determinar epitopos de acuerdo con los métodos conocidos, por ejemplo, programas
informaticos apropiados o PEPSCAN. Los epitopos son regiones de proteinas inmunodominantes y son de este
modo regiones expuestas en la superficie de proteinas. Pueden por tanto reconocerse por anticuerpos y también
emplearse particularmente en el campo del diagndéstico bien para la preparacién de anticuerpos con fines de
diagnéstico o bien para la realizaciéon de péptidos correspondientes utilizables como reactivos de diagnadstico.

Un epitope es un péptido que tiene como minimo de 8 a 9 aminoacidos. Se preferira en general un minimo de 13 a
25 aminodcidos.

El experto en la materia puede por tanto encontrar, utilizando una o varias de estas técnicas asi como las otras
técnicas disponibles, epitopos para aplicar los péptidos o anticuerpos definidos con fines de diagnéstico.

También se describe un kit de diagndstico que comprende este antigeno y/o anticuerpos policlonales o
monoclonales especificos de este antigeno. Se trata en particular de kits de diagnéstico correspondientes a las
técnicas de diagnostico descritas anteriormente.
Descripcion de las figuras
Ahora se describen ejemplos de realizacion no limitativos, tomados en referencia al dibujo, en el que:

Figura 1: secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 1011-48121.

Figura 2: secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 1011-48285.

Figura 3: secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 999.

Figura 4: secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 1010.

Figura 5: alineacién de las 4 secuencias segun las figuras 1 a 4 con la secuencia de la cepa PCV PK/15.

Figura 6: secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 999 tal como se definido en el primer depésito en
Francia del 3 de octubre de 1997.
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Figura 7: Alineaciones de la secuencia de la figura 6 con la secuencia de la cepa PK/15.
Lista de secuencias SEC ID

SEC ID N°: 1 secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 1011 -48121

SEC ID N°: 2 secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 1011 -48285

SEC ID N°: 3 secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 999

SEC ID N°: 4 secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 1010.

SEC ID N°: 5 secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp PK/15

SEC ID N°: 6 secuencia de ADN del genoma de la cepa Imp 999 tal como se define en el primer depdsito en
Francia del 3 de octubre de 1997.

Descripcion detallada de la invencion
Ejemplos
Ejemplo 1: Cultivo y aislamiento de las cepas de circovirus porcinos

Se recogieron muestras de tejidos en Francia, en Canada y en los EE.UU. a partir de pulmones y de ganglios
linfaticos de lechones. Estos lechones presentaban signos clinicos tipicos del sindrome de debilitamiento
generalizado posterior al destete. Para facilitar el aislamiento de los virus, se congelaron las muestras de tejidos a -
70°C inmediatamente después de la autopsia.

Para el aislamiento virico, se prepararon suspensiones que contenian aproximadamente un 16% de muestra de
tejido en un medio minimo que contenia sales de Earl (EMEM, BioWhittaker UK Ltd., Wokingham, RU), penicilina
(100 Ul/ml) y estreptomicina (100 pg/ml) (medio MEM-SA), por trituracion de los tejidos con arena estéril por medio
de un mortero y de una mano de mortero estériles. Se recogié entonces esta preparacion triturada en MEM-SA y se
centrifugd después a 3.000 g durante 30 minutos a +4 °C para recoger el sobrenadante.

Previamente a la siembra de los cultivos de células, se afnadié un volumen de 100 uL de cloroformo a 2 ml de cada
sobrenadante y se mezcl6 de forma continua durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después, esta mezcla se
transfiri6 a un tubo de microcentrifuga, se centrifugd a 3.000 g durante 10 minutos y se recogié después el
sobrenadante. Después este sobrenadante se utiliz6 como inéculo para los experimentos de aislamiento virico.

Todos los estudios de aislamiento virico se realizaron en cultivos de células PK/15, que se sabia que no estaban
contaminadas por el circovirus porcino (PCV), los pestivirus, los adenovirus porcinos y el parvovirus porcino (Alian 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).

El aislamiento de los circovirus porcinos se realizd segun la siguiente técnica:

Se disociaron monocapas de células PK/15 por tripsinizacion (con una mezcla de tripsina-verseno) a partir de
cultivos confluentes y se recogieron en medio MEM-SA que contenia un 15% de suero fetal de ternera no
contaminado por pestivirus (= medio MEM-G) a una concentracion final de aproximadamente 400.000 células por ml.
Después se mezclaron fracciones alicuotas de 10 ml de esta suspension celular con fracciones alicuotas de 2 ml de
los inéculos antes descritos y las mezclas finales se dividieron en alicuotas en volimenes de 6 ml en dos frascos
Falcon de 25 cm?. Después, estos cultivos se incubaron a +37°C durante 18 horas en una atmésfera que contenia
un 10% de COso.

Tras la incubacion, el medio de cultivo de las monocapas semiconfluentes se traté con 300 mM de D-glucosamina
(Cat. # G48176, Sigma-Aldrich Company Limited, Poole, UK) (Tischr I. y col., Arch. Virol., 1987, 96, 39-57) y se
prosiguié después con la incubacion durante un periodo adicional de 48-72 horas a +37°C. Después de esta ultima
incubacién, uno de los dos Falcon de cada indculo se sometié a 3 ciclos sucesivos de congelacion/descongelacion.
Se trataron las células PK/15 del Falcon restante con una solucién de tripsina-verseno, se resuspendieron en 20 ml
de medio MEM-G y se sembraron después en Falcon de 75 cm? a una concentracion de 400.000 células/ml.
Después, los frascos recién sembrados se "sobreinfectaron” por adicion de 5 ml de lisado correspondiente obtenido
después de los ciclos de congelacion/descongelacion.

Ejemplo 2: Preparacion de las muestras de cultivo celular para la deteccion de los circovirus porcinos por
inmunofluorescencia o por hibridacion in situ
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Se retir6 un volumen de 5 ml de la suspension "sobreinfectada” y se sembré en una placa de Petri de 55 mm de
diametro que contenia una laminilla de vidrio estéril y desengrasada. Los cultivos se incubaron en frascos y sobre
laminillas de vidrio a +37°C y se trataron con glucosamina como se ha descrito en el ejemplo 1. Se recogieron los
cultivos sobre laminillas de vidrio 24 a 48 horas después del tratamiento con glucosamina y se fijaron, bien con
acetona durante 10 minutos a temperatura ambiente, bien con un 10% de formaldehido tamponado durante 4 horas.
Después de esta fijacién, se guardaron todas las laminillas de vidrio a -70°C sobre gel de silice antes de su
utilizacién para los estudios de hibridacion in situ y los estudios de marcaje inmunocitoquimico.

Ejemplo 3: Técnicas de deteccion de secuencias de PCV por hibridacion in situ

Se realiz6 la hibridacion in situ sobre los tejidos extraidos de los cerdos enfermos y fijados con formaldehido y
también sobre las preparaciones de cultivos de células inoculadas para el aislamiento virico (véase el ejemplo 2) y
fijadas sobre laminillas de vidrio.

Se utilizaron sondas gendmicas completas correspondientes al circovirus porcino PK/15 (PCV) y al virus de la
anemia infecciosa del pollo (chicken anemia virus = CAV). Se utilizé el plasmido pPCVI, que contenia la forma
replicativa del genoma PCV clonada en forma de insercion Unica de 1,7 kilopares de bases (kpb) (Meehan B. y col.,
Sequence of porcine circovirus DNA: affinities with plant circoviruses, J. Gen. Virol., 1997, 78, 221-227) como fuente
de ADN virico especifico para PCV. Se utilizé un anélogo plasmidico, pCAAI, que contenia la forma replicativa de 2,3
kpb del circovirus aviar CAV como control negativo. Las existencias de gliceroles respectivos de estos dos plasmidos
se utilizaron para la produccion y la purificacion de los plasmidos segun la técnica de lisis alcalina (Sambrook J. y
col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New
York, 1989) con el fin de que sirvieran después como matrices para la preparacion de las sondas. Se produjeron las
sondas de circovirus representativas de los genomas completos del PCV y del CAV a partir de los plasmidos
purificados antes descritos (1 pg para cada sonda) y de cebadores hexanucleotidicos aleatorios utilizando un kit
comercial de marcaje no radiactivo (kit de marcado de ADN con DIG, "DIG DNA labeling kit', Boehringer Mannheim,
Lewes, RU) segun las recomendaciones del proveedor.

Las sondas marcadas con digoxigenina se recogieron en un volumen de 50-100 pl de agua estéril antes de su
utilizacién para la hibridacion in situ.

Se prepararon las muestras de tejidos de cerdos enfermos, incluidas en parafina y fijadas con formaldehido, asi
como las preparaciones de cultivos de células infectadas, fijadas con formaldehido, para la deteccion de los acidos
nucleicos de PCV segun la técnica siguiente:

Se cortaron secciones de 5 pm de espesor a partir de los bloques de tejidos incluidos en parafina, se desparafinaron
y después se rehidrataron en soluciones sucesivas de alcohol a concentracion decreciente. Las secciones de tejidos
y los cultivos de células fijadas con formaldehido se incubaron, durante 16 minutos y 6 minutos, respectivamente, a
+37°C en una solucién de proteinasa K al 0,5% en tampdn Tris-HCI 0,05M, EDTA 6 mM (pH 7,6). Después, las
laminas se pusieron en una soluciéon de glicina al 1 % en agua destilada esterilizada con autoclave, durante 30
segundos, se lavaron dos veces con un tampon PBS (Phosphate Buffer Saline) 0,01M (pH 7,2) y se lavaron
finalmente durante 6 minutos en agua destilada estéril. Se secaron finalmente al aire libre y se pusieron en contacto
con las sondas.

Cada preparacion de tejido/sonda se recubrié con una laminilla limpia y desengrasada, después se puso en un horno
a +90°C durante 10 minutos, y a continuacion se puso en contacto con un bloque de hielo durante 1 minuto y se
incubé finalmente durante 18 horas a +37°C. Después, las preparaciones se sumergieron brevemente en un tampon
salino de citrato de sodio (SSC) 2X (pH 7,0) para eliminar las laminillas protectoras, después se lavaron 2 veces
durante 5 minutos en tampén SSC 2X y finalmente se lavaron 2 veces durante 5 minutos en tampén PBS.

Después de estos lavados, las preparaciones se sumergieron en una solucién de acido maleico 0,1M, NaCl 0,15M
(pH 7,5) (tamp6n maleico) durante 10 minutos y después se incubaron en una soluciéon de un 1% de reactivo
blogueante (Cat. # 1096176, Boehringer Mannheim UK, Lewis, East Sussex, RU) en tampén maleico durante 20
minutos a +37 °C.

Las preparaciones se incubaron después con una solucion al 1/250 de un anticuerpo monoclonal anti-digoxigenina
(Boehringer Mannheim), diluido en tampdn bloqueante, durante 1 hora a +37°C, se lavaron en PBS y se incubaron
finalmente con un anticuerpo biotinilado anti-inmunoglobulina de ratén durante 30 minutos a +37°C. Se lavaron las
preparaciones en PBS y se bloqueé la actividad peroxidasa enddégena mediante un tratamiento con una solucion de
peroxido de hidrégeno al 0,5% en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las preparaciones de
nuevo en PBS y se trataron con un substrato 3-amino-9-dietilcarbazol (AEC) (Cambridge Bioscience, Cambridge,
UK) preparado extemporaneamente.

Después de un ultimo lavado con agua del grifo, las preparaciones se tifieron con tincién de contraste con
hematoxilina, se "azulearon" bajo el agua del grifo, y se montaron en laminillas microscépicas con un liquido de
montaje (GVA Mount, Cambridge Bioscience, Cambridge, RU). Los controles del experimento incluyeron la
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utilizacién de una sonda negativa no pertinente (CAV) y de una sonda positiva (PCV) sobre muestras procedentes
de cerdos enfermos y de cerdos no enfermos.

Ejemplo 4: Técnica de deteccion del PCV por inmunofluorescencia

El rastreo inicial de todas las preparaciones de cultivo celular fijadas con acetona fue realizado por una técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando una dilucién al 1/100 de un grupo de sueros de cerdos adultos. Este
grupo de sueros comprende sueros de 25 cerdas adultas de Irlanda del Norte y se le conoce por contener
anticuerpos contra una gran variedad de virus porcinos, incluyendo el PCV: parvovirus porcino, adenovirus porcino y
virus PRRS. Se realiz6 la técnica IFI por contacto del suero (diluido en PBS) con los cultivos celulares durante una
hora a +37°C, seguido de dos lavados en PBS. Se colorean entonces los cultivos de células con una dilucién al 1/80
en PBS de un anticuerpo de conejo anti-inmunoglobulina de cerdo conjugado con isotiocianato de fluoresceina
durante una hora, se lavan después en PBS y se montan en tampdn glicerol previamente a la observacion
microscopica bajo iluminacién ultravioleta.

Ejemplo 5: Resultados de la hibridacion in situ sobre los tejidos de cerdos enfermos

La hibridacion in situ, utilizando una sonda gendémica de PCV, realizada sobre tejidos extraidos de lechones
franceses, canadienses y californianos que presentaban lesiones de debilitamiento generalizado y fijados con
formaldehido, reveld la presencia de acidos nucleicos de PCV asociados a las lesiones en varias de las lesiones
estudiadas. No se observd sefial alguna cuando se utilizd la sonda genémica de PCV sobre tejidos extraidos de
cerdos no enfermos o cuando se utilizé la sonda de CAV sobre los tejidos de cerdos enfermos. Se identificd la
presencia de acido nucleico de PCV en el citoplasma y el nidcleo de numerosas células mononucleares que
infiliraban las lesiones en los pulmones de los lechones californianos. También se evidencié la presencia de acido
nucleico de PCV en los neumocitos, en las células epiteliales bronquiales y bronquiolares y en las células
endoteliales de las pequenas arteriolas, las vénulas y los vasos linfaticos.

Entre los cerdos enfermos franceses, se detectd la presencia de acido nucleico de PCV en el citoplasma de
numerosos linfocitos foliculares y en las células mononucleares intrasinusoidales de los ganglios linfaticos. También
se detectd el &cido nucleico de PCV en sincitios ocasionales. En funcién de estos resultados de deteccion, se
eligieron muestras de pulmones de cerdos californianos, de ganglios linfaticos mesentéricos de cerdos franceses y
de 6rganos de cerdos canadienses con fines de aislamiento de nuevas cepas de circovirus porcino.

Ejemplo 6: Resultados del cultivo celular de las nuevas cepas de circovirus porcino y deteccion por
inmunofluorescencia

No se observé ningun efecto citopatico (ECP) en los cultivos de células inoculadas con las muestras extraidas de los
lechones franceses (cepa Imp.1008), californianos (cepa Imp.999) y canadienses (cepa Imp.1010) que mostraban
signos clinicos del sindrome de debilitamiento generalizado. Sin embargo, el inmunomarcaje de las preparaciones
procedentes de los cultivos de células inoculadas, tras fijacion con acetona y con un grupo de sueros policlonales de
cerdos, revel6 una fluorescencia nuclear en numerosas células en los cultivos inoculados a partir de los pulmones de
lechones californianos (cepa Imp.999), a partir de los ganglios linfaticos mediastinicos de los lechones franceses
(cepa Imp.1008) y a partir de érganos de los lechones canadienses (cepa Imp.1010).

Ejemplo 7: Extraccion del ADN gendmico de los circovirus porcinos

Las formas replicativas de las nuevas cepas de circovirus porcino (PCV) fueron preparadas a partir de cultivos de
células PK/15 infectadas (véase el ejemplo 1) (10 Falcon de 75 cm2) recogidas tras 72-76 horas de incubacioén y
tratadas con glucosamina, como se describe para la clonacién de la forma replicativa del CAV (Todd D. y col., Dot
blot hybridization assay for chicken anemia agent using a cloned DNA probé, J. Clin. Microbiol., 1991, 29, 933-939).
El ADN de doble hebra se extrajo de estas formas replicativas segun una modificacion de la técnica de Hirt (Hirt B.,
Selective extraction of polyoma virus DNA from infected cell cultures, J. Mol. Biol., 1967, 36, 365-369), como
describe Molitor (Molitor T.W. y col., Porcine parvovirus DNA: characterization of the genomic and replicative form
DNA of two virus isolates, Virology, 1984, 137. 241-254).

Ejemplo 8: Mapa de restriccion de la forma replicativa del genoma de la cepa Imp.999 de circovirus porcino

El ADN (1-5 pg) extraido segun la técnica de Hirt se extrajo con nucleasa S1 (Amersham) segun las
recomendaciones del proveedor, después este ADN se digiri6 por diferentes enzimas de restriccion (Boehringer
Mannheim, Lewis, East Sussex, RU) y se separaron los productos de la digestion por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% en presencia de bromuro de etidio, como describen Todd y col. (Purification and biochemical
characterization of chicken anemia agent, J. Gen. Virol. 1990, 71, 819-823). El ADN extraido de los cultivos de la
cepa Imp.999 posee un sitio Unico EcoRl y 2 sitios Sacl y no posee sitio Pstl. Este perfil de restriccidon es, pues,
diferente del perfil de restriccion presentado por la cepa PCV PK/15 (Meehan B. y col., Sequence of porcine
circovirus DNA: affinities with plant circovirus, 1997, 78, 221-227), que posee, por el contrario, un sitio Pstl y no
posee sitio EcoRI.
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Ejemplo 9: Clonacion del genoma de la cepa Imp.999 de circovirus porcino

Se aislé el fragmento de restriccion de aproximadamente 1,8 kpb generado por digestion de la forma replicativa
bicatenaria de la cepa de PCV Imb.999 con la enzima de restriccién EcoRI tras electroforesis en gel de agarosa al
1,5% (véase el ejemplo 3) utilizando un kit comercial Qiagen (QIAEXII Gel Extraction Kit, Cat. # 20021, QIAGEN Ltd.,
Crawley, West Sussex, RU). Este fragmento de restriccion EcoRI-EcoRI se ligd después con el vector pGEM7
(Promega, Medical Supply Company, Dublin, Irlanda), previamente digerido por las mismas enzimas de restriccion y
desfosforilado, siguiendo las técnicas estandar de clonaciéon (Sambrook J. y col., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2% Edicidn, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989). Los plasmidos obtenidos
fueron transformados en una cepa huésped de Escherichia coli JM109 (Stratagene, La Jolla, EE.UU.) segun las
técnicas estandar. Se clon6 también el fragmento de restriccion EcoRI-EcoRlI de la cepa de PCV Imp.999 en el sitio
EcoRI del vector pBlueScript SK+ (Stratagene Inc., La Jolla, EE.UU.). Entre los clones obtenidos para cada cepa
huésped, se seleccionaron al menos 2 clones que contenian los fragmentos del tamafo esperado. Después, se
cultivaron los clones obtenidos y se purificaron los plasmidos que contenian el genoma completo de la cepa Imp.999
en un pequeio volumen (2 ml) o en un gran volumen (250 ml) segun las técnicas de preparacién y de purificacion de
plasmidos estandar.

Ejemplo 10: Secuenciacion del ADN gendmico (forma replicativa de doble hebra) de la cepa de PCV Imp. 999

Se determind la secuencia nucleotidica de 2 clones EcoRIl Imp.999 (clones pGEM-7/2 y pGEM-7/8) segun la técnica
de los didesoxinucleotidos de Sanger utilizando el kit de secuenciacién "AmpliTaqg DNA polymerase FS" (Cat. #
402079 PE Applied Biosystems, Warrington, RU) y un aparato de secuenciacién automatica de Applied Bio-systems
AB1373A segun las recomendaciones del proveedor. Las reacciones de secuenciacion iniciales se realizaron con los
cebadores universales M13 "directo" (forward) e "inverso" (reverse). Se generaron las siguientes reacciones de
secuenciacion segun la técnica de "marcha sobre el ADN". Los oligonucleétidos necesarios para estas
secuenciaciones ulteriores fueron sintetizados por Life Technologies (Inchinnan Business Park, Paisley, RU).

Las secuencias generadas se agruparon y se analizaron con el programa informatico MacDNASIS versién 3.2. (Cat.
# 22020101, Appligene, Durham, RU). Se analizaron los diferentes marcos abiertos de lectura por medio del
algoritmo BLAST, disponible en el servidor del "National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD,
EE.UU.).

En la figura 6 se presenta la secuencia completa (fragmento EcoRI-EcoRI) obtenida inicialmente a partir del clon
pGEM-7/8 (SEC ID N°: 6). Esta comienza arbitrariamente tras la G del sitio EcoRI y presenta algunas incertidumbres
desde el punto de vista de los nucle6tidos.

Después se optimizo la secuenciacion y la SEC ID N°: 3 (Figura 3) da la secuencia total de esta cepa, a la que se ha
hecho comenzar arbitrariamente al inicio del sitio EcoRl, incluyendo G como primer nucleétido.

Se procedié de una manera similar para la obtencién de la secuencia de los otros tres aislados segun la invencion
(véanse las SEC ID Nos: 1,2y 4 ylas figuras 1, 2 y 4).

El tamafo del genoma de estas cuatro cepas es:

Imp 1011-48121 1767 nucledtidos
Imp 1011-48285 1787 nucledtidos
Imp 999 1768 nucledtidos
Imp 1010 1788 nucledtidos

Ejemplo 11: Analisis de la secuencia de la cepa de PCV Imp.999

Cuando se utilizé la secuencia generada a partir de la cepa Imp.999 para una busqueda de homologia frente a
secuencias contenidas en el banco de datos GenBank, la Unica homologia significativa detectada es una homologia
de aproximadamente el 76% (a nivel de acido nucleico) con la secuencia de la cepa PK/15 (Nimeros de acceso
Y09921 y U49186) (véase la figura N°5).

A nivel de aminoécidos, la busqueda de homologia de la traduccién de las secuencias en las 6 fases con los bancos
de datos (algoritmo BLAST X en el servidor NCBI) permitié poner en evidencia una homologia del 94% con el marco
abierto de lectura correspondiente a la replicasa teérica del virus BBTV similar a los circovirus de plantas (nUmero de
identificacion GenBank 1841515) codificada por la secuencia GenBank U49186.

Ninguna otra secuencia contenida en los bancos de datos muestra homologia significativa con la secuencia
generada a partir de la cepa de PCV Imp.999.
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El andlisis de las secuencias obtenidas a partir de la cepa Imp.999 cultivada a partir de lesiones extraidas de le-
chones californianos que presentaban signos clinicos del sindrome de debilitamiento generalizado muestra
claramente que este aislado virico es una nueva cepa del circovirus porcino.

Ejemplo 12: Analisis comparativo de las secuencias

Se hizo la alineaciéon de las secuencias nucleotidicas de las 4 nuevas cepas de PCV con la secuencia de la cepa
PCV PK/15 (figura 5). Se realiz6 una matriz de homologia que tenia en cuenta las cuatro nuevas cepas y la cepa
anterior PK/15. Los resultados son los siguientes:

1:  Imp 1011-48121

2:  Imp 1011-48285

3:  Imp999

4: Imp1010

5 PK/15

1 2 3 4 5

1 1,0000 0,9977 0,9615 0,9621 0,7600
2 1,0000 0,9621 0,9632 0,7594
3 1,0000 0,9949 0,7560
4 1,0000 0,7566
5 1,0000

La homologia entre las dos cepas francesas Imp 1011-48121 y Imp 1011-48285 es superior al 99% (0,9977).

La homologia entre las dos cepas norteamericanas Imp 999 y Imp 1010 es también superior al 99% (0,9949). La
homologia entre cepas francesas y cepas norteamericanas es un poco superior al 96%.

La homologia de todas estas cepas con PK/15 cae a un valor comprendido entre el 75 y el 76%.

Se deduce de ello que las cepas segun la invencién son representativas de un nuevo tipo de circovirus porcino,
distinto del tipo representado por la cepa PK/15. Este nuevo tipo, aislado de cerdos que presentan el sindrome
PMWS, se denomina circovirus porcino de tipo Il, representando la PK/16 el tipo |. Las cepas pertenecientes a este
tipo Il presentan una notable homogeneidad de secuencia nucleotidica, incluso cuando han sido aisladas en
regiones geograficas muy alejadas.

Ejemplo 13: Analisis de las proteinas codificadas por el genoma de las nuevas cepas de PCV

Se consider6 la secuencia nucleotidica del aislado Imp. 1010 como representativa de las otras cepas de circovirus
asociadas al sindrome de debilitamiento generalizado. Esta secuencia fue analizada con mas detalle con ayuda del
algoritmo BLASTX (Altschul y col., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410) y de una combinacién de programas del
conjunto de programas informaticos MacVector 6.0 (Oxford Molecular Group, Oxford OX4 4GA, RU). Ha sido posible
detectar 13 marcos abiertos de lectura (0 MAL) de un tamano superior a 20 aminoacidos sobre esta secuencia
(genoma circular). Estos 13 MAL son los siguientes:

Nombre Inicio Fin Hebra Tamano del MAL|Tamarfo de la proteina
(nucledtidos (nt)) |(aminoacidos (aa))

MALA1 103 210 Sentido 108 nt 35aa

MAL2 1180 1317 Sentido 138 nt 45 aa

MAL3 1363 1524 Sentido 162 nt 53 aa

MAL4 398 1342 Sentido 945 nt 314 aa

MALS 900 1079 Sentido 180 nt 59 aa
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Nombre Inicio Fin Hebra Tamafo del MAL|Tamafo de la proteina
(nucledtidos (nt)) |(aminoacidos (aa))

MAL6 1254 1334 Sentido 81 nt 26 aa

MAL?7 1018 704 Antisentido 315 nt 104 aa

MALS8 439 311 Antisentido 129 nt 42 aa

MAL9 190 101 Antisentido 90 nt 29 aa

MAL10 912 733 Antisentido 180 nt 59 aa

MAL11 645 565 Antisentido 81 nt 26 aa

MAL12 1100 1035 Antisentido 66 nt 21 aa

MAL13 314 1381 Antisentido 702 nt 213 aa

Las posiciones de inicio y de final de cada MAL se refieren a la secuencia presentada en la figura N° 4 (SEC ID N°:
4), del genoma de la cepa 1010. Los limites de los MAL 1 a 13 son idénticos para la cepa 999. También lo son para
las cepas 1011-48121 y 1011-48285, salvo para los MAL 3y 13:

MALS 1432-1539, sentido, 108 nt, 35 aa.
MAL13 314-1377, antisentido, 705 nt, 234 aa.
Entre estos 13 MAL, 4 presentan una homologia significativa con MAL analogos situados sobre el genoma del virus

clonado PCV PK-15. Se analiz6 cada uno de los marcos abiertos de lectura presentes sobre el genoma de todos los
aislados de circovirus asociados al sindrome de debilitamiento generalizado. Estos 4 MAL son los siguientes:

Nombre Inicio Fin Hebra Tamano del MAL|Tamafo de la proteina|Masa

(nt) (aminoacidos) molecular
MAL4 398 1342 Sentido 945 nt 314 aa 37,7 kDa
MAL7 1018 704 Antisentido |315 nt 104 aa 11,8 kDa
MAL10 912 733 Antisentido |180 nt 59 aa 6,5 kDa
MAL13 314 1381 Antisentido  [702 nt 233 aa 27,8 kDa

Las posiciones de inicio y de final de cada MAL se refieren a la secuencia presentada en la figura N° 4 (SEC ID N°:
4). El tamafio del MAL (en nucleétidos = nt) incluye el codén de terminacion.

La comparaciéon entre la organizacion genémica de los aislados PCV Imp. 1010 y PCV PK-15 ha permitido la
identificacion de 4 MAL conservados en el genoma de los dos virus. La siguiente tabla presenta los grados de
homologia observados:

MAL Imp. 1010/MAL PCV PK-15 Porcentaje de homologia
MAL4/MAL1 86%
MAL13/MAL2 66,4%
MAL7/MAL3 61,5% (a nivel del recubrimiento (104 aa))
MAL10/MAL4 83% (a nivel del recubrimiento (59 aa))

Se observé la mayor identidad de secuencia entre el MAL4 Imp. 1010 y el MAL1 PK-15 (86% de homologia). Se
esperaba esto en la medida en que esta proteina esta probablemente implicada en la replicacion del ADN virico y es
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esencial para la replicacién virica (Meehan y col., J. Gen. Virol., 1997, 78, 221-227; Mankertz y col., J. Gen. Virol.,
1998. 79. 381-384).

La identidad de secuencia entre el MAL13 Imp.1010 y el MAL2 PK-15 es menos fuerte (66,4% de homologia), pero
cada uno de estos MAL presenta una regién basica N-terminal muy conservada, que es idéntica a la region N-
terminal de la proteina estructural mayor del circovirus aviar CAV (Meehan y col., Arch. Virol., 1992, 124, 301-319).
Se observan mayores diferencias entre MAL7 Imp.1010 y MAL3 PK-15 y entre MAL10 Imp.1010 y MAL4 PK-15. En
cada caso, existe una delecion de la region C-terminal de los MAL7 y MAL10 del aislado Imp.1010 cuando se les
compara con los MAL3 y MAL4 de PCV PK-15. La homologia de secuencia mas alta es observada a nivel de las
regiones N-terminales de MAL7/MAL3 (61,5% de homologia a nivel del recubrimiento) y de MAL10/MAL4 (83% de
homologia a nivel del recubrimiento).

Parece que la organizacién genémica del circovirus porcino es bastante compleja por la extrema compacidad de su
genoma. La proteina estructural mayor procede probablemente de una unioén entre varios marcos de lectura situados
en la misma hebra del genoma del circovirus porcino. Se puede considerar, pues, que cualquier marco abierto de
lectura (MAL1 a MAL13) tal como se describi6 en la tabla anterior, puede representar toda o parte de una proteina
antigénica codificada por el circovirus porcino de tipo Il y es, pues, potencialmente un antigeno utilizable para el
diagnostico especifico y/o para la vacunacién. La invencion se relaciona por tanto con cualquier proteina que
contenga al menos uno de estos MAL. Preferiblemente, la invencién se relaciona con una proteina formada
esencialmente por los MAL4, MAL7, MAL10 o MAL13.

Ejemplo 14: Caracter infeccioso del genoma de PCV clonado a partir de las nuevas cepas

Se transfect6 el plasmido pGEM-7/8 que contenia el genoma completo (forma replicativa) del aislado Imp.999 en
células PK/15 segun la técnica descrita por Meehan B. y col. (Characterization of viral DNAs from cells infected with
chicken anemia agent: sequence analysis of the cloned replicative form and transfection capabilities of cloned
genome fragments, Arch. Virol., 1992,124, 301-319). El analisis por inmunofluorescencia (véase el ejemplo 4)
realizado sobre el primer pase tras la transfeccion sobre células PK/15 no contaminadas mostré que el plasmido del
clon pGEM7/8 era capaz de inducir la produccion de virus PCV infeccioso. La disponibilidad de un clon que contenia
un material genético de PCV infeccioso permite cualquier manipulacion Gtil sobre el genoma virico con el fin de
producir virus PCV modificados (ya sean atenuados en el cerdo, ya sean defectivos) utilizables para la produccién de
vacunas atenuadas o recombinantes, o para la produccién de antigenos con fines de diagnostico.

Ejemplo 15: Produccion de los antigenos de PCV por cultivo in vitro

Se realiza el cultivo de las células PK/15 no contaminadas y la multiplicacién virica segun las mismas modalidades
que en el ejemplo 1. Las células infectadas son recogidas tras tripsinizacién después de 4 dias de incubacién a 37°C
y numeradas. Se inocula el pase siguiente con 400.000 células infectadas por ml.

Ejemplo 16: Inactivacion de los antigenos viricos

Al final del cultivo virico, se recogen las células infectadas y se lisan por ultrasonidos (Branson Sonifier) o con ayuda
de un triturador coloidal de tipo rotor-estator (UltraTurrax, IKA). Después, se centrifuga la suspensiéon a 3.700 g
durante 30 minutos. Se inactiva la suspension virica mediante un 0,1% de etilenimina durante 18 horas a +37°C o
mediante un 0,5% de beta-propiolactona durante 24 horas a +28°C. Si el titulo del virus antes de la inactivacion es
insuficiente, se concentra la suspension virica por ultrafiltracién utilizando una membrana con un umbral de corte de
300 kDa (Millipore PTMK300). Se conserva la suspension virica inactivada a +5°C.

Ejemplo 17: Preparacion de la vacuna en forma de emulsion a base de aceite mineral

La vacuna se prepara segun la siguiente férmula:

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

Se esterilizan la fase acuosa y la fase oleosa por separado por filtracion. Se prepara la emulsiéon por mezcla y
homogeneizacién de los ingredientes con ayuda de un emulsor de turbina Silverson.

Una dosis de vacuna contiene aproximadamente 10”® DICT50. El volumen de una dosis de vacuna es de 0,5 ml
para administracion por via intradérmica y de 2 ml para administraciéon por via intramuscular.

Ejemplo 18: Preparacion de la vacuna en forma de emulsion a base de aceite metabolizable
La vacuna se prepara segun la siguiente formula:

- Suspensién de circovirus porcino inactivado: 200 ml
- Dehymuls HRE 7 (Henkel): 80 ml
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- Radia 7204 (Oleofina): 740 ml

Se esterilizan la fase acuosa y la fase oleosa por separado por filtracion. Se prepara la emulsiéon por mezcla y
homogeneizacién de los ingredientes con ayuda de un emulsor de turbina Silverson.

Una dosis de vacuna contiene aproximadamente 10" DICT50. El volumen de una dosis de vacuna es de 2 ml para
administracioén por via intramuscular.

Ejemplo 19: Resultados de inmunofluorescencia indirecta frente a las cepas del virus PCV EE.UU. y francesa y del
contaminante PK/15 con un suero hiperinmune (PCV-T), un panel de anticuerpos monoclonales F99, preparados a
partir de PK/15 y un suero hiperinmune preparado a partir de la cepa canadiense (PCV-C)

VIRUS

PK/15 EE.UU. Francia
Antisuero PCV-T 2 6.400 200 800
Antisuero PCV-C 200 = 6. 400 2 6.400
F99 1H4 >10.000 <100 100
F99 4B10 >10.000 <100 <100
F99 287 =10.000 100 <100
F99 2E12 >10.000 <100 <100
F99 1C9 = 10.000 <100 100
F99 2E1 >10.000 <100 <100
F99 1H4 >10.000 100 <100
* Inversa de la dltima dilucion del suero o del anticuerpo monoclonal que da una reaccién positiva en
inmunofluorescencia indirecta.
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REIVINDICACIONES

1. Vector de expresién que comprende una secuencia de nucleétidos de un circovirus porcino de tipo Il (PCV II)
responsable del sindrome de debilitamiento generalizado posterior al destete (PMWS), en el que dicha secuencia de
nucle6tidos del vector comprende un marco abierto de lectura (MAL) del circovirus porcino de tipo Il (PCV ll),
seleccionandose dicho marco abierto de lectura del grupo constituido por:

- el marco abierto de lectura 4 (MAL 4) constituido por los nucleétidos 398 a 1342 de la hebra en sentido de la
secuencia de referencia SEC ID N2: 1, SEC ID N2: 2, SEC ID N2: 3, SEC ID N2: 4 0 SEC ID N2: 6,

- el marco abierto de lectura 13 (MAL 13) constituido por los nucleétidos 314 a 1377 de la hebra antisentido de la
secuencia de referencia SEC ID N%: 1 o SEC ID N®: 2 o los nucleétidos 314 a 1381 de la hebra antisentido de la
secuencia de referencia SEC ID N%: 3, SEC ID N2 4 o0 SEC ID N¢: 6,

- el marco abierto de lectura 7 (MAL 7) constituido por los nucleétidos 1018 a 704 de la hebra antisentido de la
secuencia de referencia SEC ID N%: 1, SEC ID N%: 2, SEC ID N2: 3, SEC ID N%: 4 0 SEC ID N%: 6, y

- el marco abierto de lectura 10 (MAL 10) constituido por los nucleétidos 912 a 733 de la hebra antisentido de la
secuencia de referencia SEC ID N2: 1, SEC ID N2: 2, SEC ID N2: 3, SEC ID N2: 4 o SEC ID N2: 6,

expresando dicho vector de expresién in vitro o in vivo dicho marco abierto de lectura del circovirus porcino de
tipo Il

2. Vector de expresién segun la reivindicacién 1, en el que la secuencia de nucleétidos del vector comprende el
marco abierto de lectura 4 (MAL 4) o el marco abierto de lectura 13 (MAL 13).

3. Vector de expresiéon segun la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, en el que el vector es un baculovirus o un
plasmido.

4. Vector de expresion segun la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que el vector es apropiado para la
expresion in vivo.

5. Vector de expresion segun la reivindicacién 4, en el que el vector es un virus vivo o un plasmido.

6. Vector de expresion segun la reivindicacion 5, en el que el vector se selecciona entre el herpesvirus de cerdo, el
adenovirus porcino y los poxvirus.

7. Vector de expresién segun la reivindicacion 6, en el que el vector se selecciona entre el virus de la enfermedad de
Aujeszky, el virus de la vacuna, de la viruela aviar y de la viruela porcina.

8. Vector de expresion segun la reivindicacién 7, en el que el vector es el virus de la viruela del canario.

9. Vector de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que el vector de expresion se utiliza
para inducir una respuesta inmunitaria en el cerdo contra un circovirus porcino de tipo Il (PCV II).

10. Una célula que expresa in vitro un polipéptido de un circovirus porcino de tipo Il (PCV II), comprendiendo la
célula un vector de expresion segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

11. Célula segun la reivindicacién 10, en la que la célula es una célula de E. coli o una célula eucariota.
12. Célula segun la reivindicacion 11, en la que la célula eucariota es una levadura.

13. Célula segun la reivindicacion 11, en la que la célula eucariota es una célula de mamifero.

14. Célula segun la reivindicacién 11, en la que la célula eucariota es una célula de insecto.

15. Polipéptido codificado por un fragmento de ADN que comprende un marco abierto de lectura (MAL) de un
circovirus porcino de tipo Il (PCV 1), seleccionandose el marco abierto de lectura del grupo constituido por:

- el marco abierto de lectura 4 (MAL 4) constituido por los nucleétidos 398 a 1342 de la hebra sentido de la
secuencia de referencia SEC ID N2: 1, SEC ID N2: 2, SEC ID N2: 3, SEC ID N2: 4 0 SEC ID N2: 6,

- el marco abierto de lectura 13 (MAL 13) constituido por los nucleétidos 314 a 1377 de la hebra antisentido de la
secuencia de referencia SEC ID N%: 1 o SEC ID N®: 2 o los nucleétidos 314 a 1381 de la hebra antisentido de la
secuencia de referencia SEC ID N%: 3, SEC ID N2 4 o0 SEC ID N¢: 6,

- el marco abierto de lectura 7 (MAL 7) constituido por los nucleétidos 1018 a 704 de la hebra antisentido de la
secuencia de referencia SEC ID N%: 1, SEC ID N%: 2, SEC ID N2: 3, SEC ID N%: 4 0 SEC ID N%: 6, y

- el marco abierto de lectura 10 (MAL 10) constituido por los nucleétidos 912 a 733 de la hebra antisentido de la
secuencia de referencia SEC ID N2: 1, SEC ID N%: 2, SEC ID N2: 3, SEC ID N2: 4 o SEC ID N2: 6,
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16. Polipéptido segun la reivindicacién 15, en el que el marco abierto de lectura del PCV Il es el marco abierto de
lectura 4 (MAL 4) o el marco abierto de lectura 13 (MAL 13).

17. Polipéptido segun la reivindicacién 15 o la reivindicacion 16, en el que el polipéptido se utiliza para inducir una
respuesta inmunitaria en el cerdo contra un circovirus porcino de tipo Il (PCV II).

18. Vacuna subunitaria que comprende al menos un polipéptido de la reivindicacién 15 o de la reivindicaciéon 16, en
un vehiculo o diluyente aceptable desde el punto de vista veterinario.

19. Vacuna subunitaria segun la reivindicacion 18 que comprende adicionalmente un adyuvante aceptable desde el
punto de vista veterinario.

20. Vacuna que comprende al menos un vector de expresidén segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 en
un vehiculo o diluyente aceptable desde el punto de vista veterinario.
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Figura N° 1
Secuencia del aislado PVC Impl011-48121 (SEC ID N° 1)

1 ARTTCAMCT TAACCTTITCT TATTCIGTAD TATTCAARGS GCACAGAGCG

$1 GGGGTITGAG CCCCCTUCTG GGGGARERAN cr:umn TIGAATCTCA
101 TCATGTOCAL COCCCAGGAG GGCGTICTGA CTGTGSTICS CTITGACASTA
151 TATCCGAAGG TGCGGGAGAG GCGGCTGTTG AAGATGCCAT TTTTCCTTCT
203 CCAGCSGTAA COGTGGCGGE GUTGGACGAI CUAGGGGOGE CGGOGIAGER
251 TCTIGGLCAMG ATGGCIGCGE GGGOGGTGTC TTCTTCTCCG GTAACGCCIC
301 CTTGGATACG TCATATCTGA ARACGRAARGA AGTGCGCTCT AAGTATTALCS
351 AGCGCORLTIC GGCASCGUCA GCACCICGLC AGCACCTCAG CAGCAALNTG
401 CCGAGCRPAGR AGAATGGAAS AAGCGGACCC CAACCCCATA AMGGTGGGCT
451 GTICACICTG AATAATCCIT COCARGACGA GOGCAMIAMA ATACGGGATC
$01 TTCCAATATC CCTATTIGAT TATITIATIG TTGGCGAGGA GGGTAATGAG
$51 GARGGACGAA CRCCTCACCT CCAGGGETTS GCTAATTTIG TGAAGAAGCA
601 GACTTTTAAT ARAGTGAAGT GETATTTGGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA
651 AASCGRAGE ARCAGATCAG CAGARTARAG AATACTGCAS TAMAGAAGGC
F01  AACTIACTGA TCRAGTGTGE AGCTCCTAGA TCTCALGGGAC AMCGGAGTGA
751 CCTCTCTACT GCTCTGAGTA CCTIGTIGGA GASCGGGAST CTGGTRACCG
801 TTGCAGAGCR GOAMLCCIGCTA ACGTTICTCA GAAATTICCO CUGGLTGEET
851 GRACTTTTGA AAGTGAGCOGH GAARATGCAG AAGCGTGATT GGRAGACTAA
201 TGTacACUTC ATIGTGGGGC CACCTGOGTG TGGTAAAAGC AMAIGGGCTG
951 CTAATTTTGC AGACCOGGAA ACCACATACT GGAAACCACC TAGARAGANG
1001 TCGTGGGATG GITACCATGG TGAASAAGTG GTICTIATIC ATGACTTTTA
1051 TGSCTGGCTG CCCTGGRATG ATCTACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT
1101 TGACTETAGA GACTARACGT GGAACIGTAC CITTTITIGGC CCGCAGTATT
1150 CIGATTACCA GOATCAGAL CCCGTTGERAA TGETACTCCT CMCTGCTST
1201 CCCAGCIGTA GARGCTCTTT MICGGAGGAT TACTTOCTIC GTATTTIGGA
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Figura N°® 1 (continuacién y fin)

AGAATGCTAS AGMGAMATCC ACGGAGGMG GGICCCAGTT CSTCGACCCTT
TCCCCOCAAT GCOCTGAATT TCCATATGAA ATAMITACT GAGTTITITT
TATCACTTCR TAATGGTITT TATIATICAT TAAGGGTIAA CIGGGGGETC
TTTARGATTA AATTCTCIGA ATTGTACATA CATGOTTACA CGGATATTOT
ATICCIGGTIC GIATATACTG TITICGMCOG CAGTGCCGAG GUCTACGTGG
TCEACATTTC CAGCASTTTG TAGICTOAGC CACAGCTGGT TICTTIIGIT
GTITGOTIGE AAGTAATCAA TAGIGGAATC TAGGACAGGT TTGGGGETAM
AGTAGCGGGA CTGGTAGGRG ARGGGCTGOG TIAIGETATG GUGGGAGGAG
TAGTTTACAT AGGGGTCATA GGTIGAGGGCT GTGGLCTTTG TTACMAGTT

ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGCCCAC TOCCCTOTCA CCCIGGETGA

TCGGGGAGCA GGGCCAG
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Figura N° 2

Secuencia del aislado PCV Impl011-48285 (SEC ID N° 2)

1 AATTCAACCT TAACCTITCT TATTCTGTAG TATTCAAAGG GCACAGAGCO

S1 GGGGTTTGAG CCCCCTCCTG GGGGRAGAAA GTCATTAATA TTGAATCTCA
301 TCATGPCCAC CGOCCAGGAL GCCGTTTTGA CTGTGGTTCG CTTGACAGTA
151 TATCCOAAGG TGCGGGAGAG GUGGGTGTIG AAGATGCCAT TTITCCTTCT
201 CCAGCGGTAA CGGTGGCGGG GGTGGACGAG CCAGGGGCGG CGOCGGAGGA
251 TCTGGCCARG ATGSCTGCGG GGGCGOTGTC TICTICTCCG GTAACGECLTC
301 CTTGGATACG TCATATCTGA AMCGAMAGA AGTGOGCTGT AAGTATTACC
IS1  AGCGEACTTC GGCAGCGGGA GCACCTOGGC AGCACCTCAG CASCAACATS
403 CCCAGCAAGA AGAATGGAAG RAGCGGACCC CAACCOCATA AAAGGTGEGT
451 GTTCACTICTG AATARTCCTT CCGAAGACGA GOGCRAGAMA ATACGGGATC
$01 TTCCAATATC CCTATTTIGAT TATITTATIG TTGGCGAGGA GGGTAATCAQ
$51 GARGGACGAA CACCTCACCT CCQAGGGETTC GCTAATTTTG TGAAGRAGCA
601 GACTTTTAAT AAAGTGRAGT GGTATITGGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA
651 AAGCGAAAGG AACAGATCAG CAGAATAAAG ARTACTGCAG TAAAGANGGC
701 ARCTTACTGA TGGAGTGTGS AGCTCCTAgA TCICAGGGAC AMGGAGTGA
751 CCIGTICTACT GCTGTGAGTA CCITGTIGGA GAGCGGGANT CTGGTGACCG
801 TTGCAGAGEA GCACCCTGTA ACCTTIGTCA GAMTTTCCG CGGGCTGGCT
851 GMCTTITGA AAGTGAGCGO GAMATGCAS MGCGTGATT GGAAGACTAMN
901 TGTACACGTC ATTGIGGGGC CACCIGUGTG TGGTAMAASC AXATGGGCTG
951 CTAATTITGC AGACCCGGAA ACCACATACT GGARACCACC TAGARACAAG
1001 TGGTGGGATG GTITACCATGSG TGAMGARGTY GTIGITATTG ATGACTITIA
1053 TGGCTGGCTE CCCTGGGATS ATCTACIGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT
1101 TGACTGTAGA GACTAARGGT GGAACTGTAC CTTITITGGC COGCAGTATT
1151 CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCOTTGGAA TGGTACTCCT CAACTGCIGT

1200 CCCAGCTGTA GARGCTCITT ATCGGAGGAT TACTTCCTTS GTATTITGEA
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Figura N° 2 (comtinuacién y £in)

AGAATGCTAC AGAACAATCC AMOGGAGGAAG GGGGOCAGTT CGTCALCCTT
TCCCCOCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA ATAMITIALT GAGTCITITT
TATCACTTCOS YTAATGGTTTIT TATTAITCAT TAAGGGITAA CTGGRGGETT
TTTAAGATTA JATTCTCTGA ATTGTACATA CATGGTTACA CUGATATTGT
ATTCCTGGTC CTATATACTY ITITCQGAMCLG CAGTOCCGAG GCCTALGTGR
TCTACATTTC CAGTAGTTIGC Ta~™.CTCAGC CACAGCTGAT TTCITTIGIT
GITTGETTGG ARGTAATCAA TAGSTGGAATC TAGGACAGGT TYGGGGGTAA
AGTAGCGGGA GTGGTAGGAG MGGGCTGGU TTATGGTATG GCGGRAGGRAG
TASTTTACAT AGGGCGTCATA GGTGAGCGGLCT GTGGCCTITG TTACAAMGTT
ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGLCCAC TCCCCIGICA CCCTGOOTAR

TCGOGGEAGCA GUGCCAI
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Figura N°® 3

Secuencia del aislado PCV Imp999 (SEC ID N° 3)
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CCCAGCTICTA
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AGAATGGAAG
MAATARTCCTT
CCTATTIGAT
CACCTCACCT
ARAGTGARGT

AACTGATCAD

GCTCTGASTA

GCACCCTGTA

AGACCTGGAN
GTTACCATGG
CCGTGGGATS
GACTARAGGT
GCARTCRGAC

GANCCTCTCT

TATTCIGTAG TATTCAAMALGG GTATAZAGAT
GGCGARCAAA GTCGTCARTA TTAMTCTICA
GGCETTCTGA CICTGGTAGE CTTGACAGTA
GCGGGTGITS AAGATGCCAT TTTTCCTICT
GGTGGACGAG CCAGGGGCGS CGLCGAMGER
GGSCGCTGTC TICTTCTEOR GCTAMGCCIC
AMCGAMGA AGTGCGCTGT AAGTATTALC
GCACCTCLGC AGCALCCTICAG CAGCMACATG
MGCGGALCC CAACCACATA AMAGGTGOGT
CCGAAGACGA GCGCAMGAAR ATACGGANGT
TATTTTATTG TTGGCGAGCGA GGGTAATGAG
COAGGLETTC GCTAATTTIG TGAAGAMGCA
GCTATTTGGS TGCCOGCITGC CACATCGAGA
CAGRATAMAG MTATTGCAS TAMAGAMGC
AGCTCCTOGA. TCTCAAGGAC ANCGGAGTGA
CCTTGTTGGA GAGCGUGAGT CIGGTGACCG
ACGTTTICTCA GMATTTCOG CGLRACTGHCT
GAAATGCAG ARGCITGATT GGAAGACCAA
CACCTGGGTG TGGTAMMAGE AMTIGSGCTG
ACCRCATACT GUAARCCALC TAGMACAAG
TCAAGAAGTG GTIGTIATIG ATGACTTITA
A "TACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT
GGARCTGTAC {TTITTIGGD COGCAGTATT
CCCGTTGRAA TGGTACTCCT CAACTGCIGT

ATCGGAGGAT TACTTCCTTG GIATTTTCAA
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Figura N° 3 (continuacién y fin)

AGAATGCTAC AGARCARTCC ACGGAGGARG GGGGCCAGTT CUTCACCCIT
TCOCCCCCAT GOCCTRARTT TCCATATGAA ATAMATIACT GASTCITTIT
TATCALTTCG TAATGSTITIT TATTATICAT TTAGGGTITA AGTGGGGRHGT
CTITTAAGATT AMATTCTCTG ARTTGTACAT ACATGGITAC AQGGATATIG
TAGTCCTGET COTATATACT GTTITCGARC GOAGTGLCRA GGCCTACGTO
GTCCACATTT CTAGAGSTTT GTAGCCTCAG CCAMAGCTGA TTCCTITIGT
TATITGGTTG GAAGTAATCA ATAGTGGAGT CAMGAACNGA TTTGGGTGTO
AAGTAACGGE AGTGGTAGGA GAAGGCTTGE CGRATTCTAT CCCBGGAGGA
CTAGTTTACA TATGGGTIAT AGGTTAGGGC TGTGGCCITT GTTACAMAGT
TATCATCTAG MTAARCAGCA GIGGAGCCCA CTCCCCTATC ACCCTCGGTG

ATGRGAGRGC ALGGCOAD
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Figura N° 4

Secuencia del aislado PCV Impl0l0 (SEC ID N° 4)
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ARTTCAACCT
TITCTIGGIC
TCATCTCCAS
TATCOGAAGS
CCARCGGTAG
TCIGGCCAAG
CTTGGATACG
AGCGCACTTC
CCCAGTAAGA
GTTCACGCTG
TCCQAATCTIC

GAAGGACGAR

ARGCCARAGG
ARCTTACTTA
CCTGTCTACT
TTGCAGASCA
GAACTTIIGA
TGTACALGTC
CTAATTTIGC
TGCTECANTS

TGGCTGGCIS

TAACCTITCT TATTCTGTAG TATTCAAAGG GTATAGAGAT
CCCCCTTO0G GEGGARCAAA GTCGTCAATT TTAAATCTCA
COCCCAGGAS GGCGTTOTOA CTGTGGTACT CTTGACAGTA
TGCGGGAGAS GCGGGTGTTG AAGATGECAT TTTICCTICT
CGGTGEC0GE GOTGGACGAG CCAGGEGCGS CGGOGRAGTEA
ATGGCTGCGE GGGCGETETE TICTTCISEE GTANCGCCTS
TCATAGCTGR ARACGAMGA ASTGOGCTGT AAGTATTACS
GGCAGOGGCA GCACCTCCGE AGCACCTCAL CAGCAACATG
AGAATGGARG ARGCGGACCE CAACCACATA AAAGGTGGGT
RATAATCCTT CCGAMAGACGA GOGUMAAGAMA ATACGGGAGC
COTATTTGAT TATTTIATIG TTCGOGAGGA GGGTAATGAS
CACCTCACCT CCAGGGSTTC GOTARTTITS TGAAGAAGCA
ARAGTGAAGT GGTATTTGGG TGCCCGCTGE CACATCGAGA
AACTGATCAG CAGAATAARG AATATTGCAS TAMGAAGGS
TTGAATGTGG AGCTCCTCGA TCTCAAGGAC AACGGAZTEA
GCTGTGAGTA CCTTGTTOGA GAGECCRAGT CTGGTRACSS
GOACCCTGTA ACGTTIGTCA GARATTICCG CGGGCTGGCT
AAGTGAGCGG QAARATGCAG AAGCGTGAIT GGAAGACCAR
ATTGTGGGGC CACCTGOGTS TCGTAMAGE ARATGGACTG
AGACCCGGAR ACCACATACT GGAAACCACC TAGMAACAMG
GTTACCATGS TGAAGANSTG GTTGTTATIG ATGACTTTTA

CCGTGGGEATG ATCTACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT

TGACTCTAGA QACTAMAGGT GGAACTGTAC CTTITITGGL CCOGOAGTATT

CIGATTACCA GCAMTCAGAC CCCOTTGOAM TGGTACTCCT CAACTGOTGT

CCCAGCTGTA

GAAGCTCTCT ATCGGAGGAT TACTTCCTTG GTATTTTGGA
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Figura N° 4 (continuacién y fin)

AGRATGCTAC
TCCCCCCTAT
TATCACTICG
CTTTARGATT
TASTCCTICGCT
GTCCACRTTT
TATTTGGTTG
AAGTAADGGG
GTAGTTTACK
TATCATCTAG

RIGGGGGAGC

AGAMACAATCC ACGGAGGAAG GGGGOCAGTT CCTCACCCTT
GOCCTGAATT TCCATATGAA ATAMATIACT GACTCTIITT
TARTGGTTIT TATTATICAT TTAGGUTITA AGTGGGGGST
AAATTCTCTG AATTGTACAT ACATGGTTAL ACGGATATIG
CCTATTITACT GTTTICGAAC GCAGCOGOCGA GGCCTALGTG
CCAGAGGTTT GIAGICTCAG CCAMMGCTGA TICCTTTIGT
GAAGTARTCA ATAGTGGAGT CAAGMCAGG TTTGGGICTG
AGTGGTAGGA GRAGGGTIGG GGGATIGTAT GGCGGGAEGA
TATCGGTCAT AGGTTAGGGC TGTGGCCITT GTTACMAGT
AATAACAGCA GTGGAGCCCA CTCCCCTATC ACCCTGGGTG

AGGGCCAG
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Figura N°® 5§

Alineacién miltiple de secuencias CLUSTAL W

PCVPK-18

M99 9-ECO
MPLOLO-ST
INPLIOLL-48
IMPIO11-40

PCVPK-158

1MP399-ECO
THP1010-ST
IMP1011-48
IMPXO11-40

PCVPR-15

IMPIS9-ECQ
IMrio10-5T
IMPIO11-40
IMP1011-48

PCVPK-15

P9I9s-eCo
IMP1010-ST
owP1011-48
IMP1011-48

POVPE-15

IMPSS9-ECO
IMP1010-5T
Irricll-48
IMP1011-40

PCVPK-15

INP999-ECO
INF1010-5T
IMP1011~-48
IMPLO11-40

PCVEX-18

IMPS99-ECO
IMPI010-ST
IHPID11-48
IMPLOLL-48

RATTCATATTTAGCCTTT CTAATACGGTAGTATTGGAMGG TAGG GO TARGGG ST TEETG
AT AT TAAC ST T T T T IA T T CT T A T AT TCAOACECTATACAGATITTCTIGATS
FATTCAACCTTRACCTTTCT TATICTCTAGTAT TCAANGGGTATAGAGATTTIGTIGG TS
AATTCAAS T AACCTT T CTTATIC TGO TAG TATICAARG GOCOACAGAG CEGGGGTTIGAG
AATTCAACCTTAACCTTICTTATICTCTACTATT CAAAGGECACAGRGOGSGEGTTTGNG

[E YT 2 er baddd ¢ b T FROWERUEPE  HF A & L ] ek &

CCBCCTRAGGEEGGGALSARCTGGCCCATCTTGAATTIGAGG TAGTTRACATTCCAAGAT
CCCCCTCCOGEEGRANIAAGTCCTCAATATIAMATCTCATCATETC CALCCCCOAGGAG
COCOCTCCUGGGAGAACAAAGTCETCARTTITAMAT CTCATCATCTC CACCR O RORG
COOCCT OO TCCEESMEARAGTCRAT TARTATTGARTCTCATCATGT - CACCGCCORGENG
COCC e TCC GOGCEAMGAA L TCATTAATAT TCAAT CTCATCATGTC CACCG O CTARGNG

an Sew L S LT -w & “h b weh A & " CL) LA A o

GGC- - TGCRAGTATCCTOC T ITIT - ATCOTGAGTACAMATIC TG TAGAMGGCGSEARTTS
GO TICTGACTETGR TAGCCT TGACAG TATATCORAMGCTGOGGRAGALEC LG TEITG
GG TS TGACTG TG TACGC T TGACAS TATATC COANGETOCTCRAGAGGCCLG TOTTG
GGG T TCICACTG T GG TTCGCTIGACACTATATCCEANGSTROGHSAGAGUGCGGG TG TIC
GGCGTT - TRACTG TG T COCTIGACAG TATATCCGRAASG TGCUGUAGAGGCGGEG TGTTG

(23] - % ‘a . * > - - - 4 &% "E YhEeEbd L1 2N

AAGATACCCGICTTTOGGCGCCATC TG TARC GG TTTCTRAMGS CGEGOTETOCCAAATAT
AAGRTGCONTTTITCCTTCTCCARCGETAGCGG TGGE - GRE0TTHGA - CRAGCCAGGRAER
ARGNIGCCATTITTCCTTCTCCAAL GO TAGCGETEGC - GEEEGTGAA - CRAGC CAGLGEC
ARGATGCCATTTTTCCTTCTCORAGCGGETARCGETGGC - GLGGGTGRA - CAMG COAGGCGT
AAGATGCCATTTITCCTTCTCCAGC GO TARCGETGGL - GLGEGTGRA - CAAGCCAGEEEC

LE XL LR 2  4h & % FHE & FRE e * * W b * whed

GCICTTCTCOCEAGAATG TTTCORRGATGCCTGCGGEEGOSGETCCTICTTCTGCGGTAR
GG - - - - COGOCEAGGATCTSECCRAGATECL TCCOGCEGORGTC TCTTCTTC TG LG TAA
53 ~~ - - CHECOGAGGA TETHGCCRAGA TG G CTGCGGOGGCORTGTCTTCTTCTGCORTAN
GG~~~ - CGECGRAGGATITGGCCAMGATEGCTCCGOGGECEETCTCTTCTTCTCOGETAR
GG -« - - CEGCGRAGGATE TGS CCARGATGECTECGGGOGCEETG TCTTCTTCTCCGETAN

- * EXT LI L 1L I g LA A S A A A 2L s d el L ARl 2l ) et EEr PEREED

CGLCTCCTIGEOACETCATCCTATAAMAGS TRAMGAAITOCHCTUCTUTAG TATTACCA
CGCCTCCTIGCATACE TCATAGC - TRAAAACGAAAGAAGTGCCCTG TA - - AGTATTACCR
CGCCTCETIGGATACGTCATAGS - TGAARALGAMGAAGTOCGCTGTA - - AGTATTACCA
CGCCTCCTIGGATALGTCATATC - TGAAARCGAMAGRAGTCOCCTE TR - - AGTATTALCA
CGCCTICCTTOGATACS TCATATC - TGAAAACCARMGAACTGOGCTGTA- - AGTATTACCA

S EbAR bRt [ALLLEL 3§} " wwE LA T RIS LY T redbFe e

GCGOACTTCGGCASCEECACCALCTCOGCAGCG - » TOAGTG- - AAMATOCCARG CRAAGAA
GLGCACTTCOGOAGCCGCAGCACCTCGGCAGCACCTOAGCASCARCATGCCCAGCAAGAA,
GCGLACTTOGGCAS COUCAGCAL CT COGCABCACCTCAGCAGCAACATGCCCAGCAAGA
GCGCACTTCGGLAGCOGCRAGCACCT CGOCAGCRCCTCAGCALGCAACATGLOGAGCAAGKA
GCGLACTTOGGTAGCOGCAGCACCY COGCAGCACC TEAGTAGCANCATGCCCAGCAMGAN

(TP Y YT YIS SR ARSI 240 L1 1) “eny > SESRE FeEBUTEE
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Figura N° 5 (continuacién)

»ewenesea ARRECGGCCCGEACCCCATARGAGG TOGGTGT TCACCCTTAATARICCTTC
CRATCAAEAAS CGGACCCOAMCCACATANMAGE TGO TGTTCACGCTGMTRATCCTTC

R W i P FrATSRRbtRy 4 Sdddd et SesstnrdRbdd dd

TCGLGASGAGGGTAATEAGGARGGACGAACAL CTOACCTCCAGGGG TTOGCTAATTTIOT
TCGCGALGAG GG TAR TGAGGAAGGACGRAACAL CTCACCICOAGGGOT TCGCTANTTITST

it APRFAE TRV e b 0 deds S BERBRINSPOOES Y¢ SORRAES

GAALANGCAGACTTTTAR TAARG TGRAAGTGGTATT IGGETGECCGCTGC CACATOGASAM

SRPETSEE CREFTREST SE HEEHP SV PINR AT SUSRANOETERC IR VT EROOEY

AGCEAMEEARCCGACCAGCAGRATAMGIATACTGCASTAAMGRAGGCCACATACTTAT
ACCLAMGGAACTGATCACCAGRATAAAGAA TATT GCACTAAAGMAGGCAACTTACTTAT
AGCCAMGGAACTCATCAGCAGANTAMGIMTATTG CASTAMEAAG GO CTTACTIAT
AGCGAAMGGARCAGA TCAGCAGRATAMGIA TAC TG CAS TAMEGAGGCAACTTACTGAT
AGCGAMGGARCAGA TCAGCAGAATAMGARTACTGCATTAMEGANGGCARCT TACTGAT

EBE SESRETRD BT FUBPPUEFE TN RS CF R RN GV PRIV LS YU FPED AW

CRAGTGTGEAGCTCCG O GAACCAGESGANGEGCAL CGACCTCTCTACTGOTG TEAGTAL
TGARTCTCEAGCTCCTCRATCTCAAGGACAMGGAG TGACCIGICTACTGCTOTGAGTAC
TOAATGEIGRASCTCCTCEATCTCAAGEAC A CEAC TAALCTGTCTACTCCYGTGAGTAC
GGAGTGTCGALC TCCTAGATCTCASGGACACEOAGTEACCTCTCTASTCCTC TRAGTAL
GGAGTGTGGAGCTCCTAGATCTCASGAACAACEIASTGACCTGTCIACTECTUTGAGTAL

49 Sevibvibvie L] - 0 T EE B FRROFRIRIRRAEERRRR LSS

*  bhesbie [ 2 A 2 kvt t &4 & bhbR e BRREPEeEEPe B &F

ARATTTCOSCGCGCTGETGARCTTTTGAMAGTRASCECCARGATGEAGCAGCGTGRATTS
ARATTTCOGCCEOCTGGCTEACTITTEUAGTEAC LCCCANAATSCASANICCTIRTTG
AAATTTCCGCOEGCTCGCTGRAACTTTTCAMGTGAGOCGEAMATCCAGMGCOTRRTTS
AMTTTCCGLGSGCTCS S TRARC T TTTCAARGTGAGCOGEAMMATCCALAGLGTCATTG
ARATTTCOGCGGGCTGGC TGARCTTT TEAMGTGAGCGGAAAARTGCAGARG CCTGAT TG

e YIS A RIS RSP R R NAS RS A S XL S0 R AT IR TR AL A L] Ll L2 X202l Ll el
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Figura N° 5 (continuacién)

SRR E PP PR FE RN POARE b B4 9 FERERI ¢S PR * RGGEE

SR ARt bR 44 2> A *EEERPES 2% SEPRdE RPN EPPESOI R

b SPREE RPEPRREE SEPEEE B FPERE PR R RERSAGES + b FEFSITRe

TCIACTGAGA CTGC TG TCACCGETATCCATIGACTG TAGMINC TAAMGUGGFTAC TG TTCC
TCIACTRRGACTETGIGA T COATATCCATTGAC TG TAGNGAC TAAAGG TOGARC TG TALT
TCTACTGAGACTG TETRATCGATATCCATTGACTS TAGAGACTAAAGE TGEAMCTGTACS
TCIACTRAGACTCTGTRATCAATATCCATTCACTC TAGAGAC TARMGGTGZMCT GTACT
TCTACTGAGACTETEIGATCAATATCCATICACTS TAGAGALTAAAGS TCGARCTGTALC

VPR RPRRSPETPRIE A RWEPRRRERNNTRVFA G PU PRI RANTS 26 wEPRE WA

THITTTCGCCCCOASTATTTIGA I TACCAGCAATCAG GLOC COTAGGRATGGTACTUCTC
ITTTTITGGCCCGCAGTATTCTIGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTT
TIITITGGCCOGCAGTATTCTRATTACOGOAATIAGALCCOGTTCGA IGUTACTCCTC
T TGS CCGCAGTATT CTGAT TACCAS CAATCAGACOCCESTICAANTECTACTCUTC
T T ICECCCGIALTATT CTUATTACCAGCAATCAGALCCCOGTT SGMTGETACTCCTC

LA IT A AT AR AR LY AL T A Il 2 Y] (2212 ol il h sl

SE RS R INP SR PV R AP R A NG REEE VP EF RTINS EOUNATS & UG  Vruwdvede

e TUFR LA LA R AL L L2 A Tl ] LS L 11 ] i & * ¥ hd

CTC o0 TTTICCCATATAAM TARATTACTCAG TCTTITT TG TTATCACATCOG TAATG
ATGCCCTGRATTTCCATRTGRANTAMATIACTGAGTCT T T - - - TATCACTICGTANTO
ATGCCCTEAATT T CATATGAAMIARATTACTGASTCTTITT - - - TATCACTTCCTANTG
ATCCOCTEARTT T CATATGAMIARATTACTGAGTCTTTTT - - TATCACTICGTARTG
ATGCCCTGARTTTCCATATGAAATARATTACTGASTCITTTT - - « TAICASTICGTAIG

[T % FEENEE AP RS AR LIRE ISR VRE W Sttt SRS bbedd
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Figura N° 5 (continuacién y fin)

GTTITTATT TTTATTTA - -~ TTTA- - - - GAGGGTCTITTAGGATAAATICTCIGAATTG
GITTTTATTATICATITAGGS TI TAAG TGGGOGCTCTITAAGAT IARATICTC TGAMTG
GTTTTTATTATICATI TAGGETTTRACTGEGGEETCITTAAGATIARATICTCTGAATTG
GTTTTTATIATICATTAAGGGTT - AACTGGGGOGTCTTTAMSATTAMTTCTCTGAAT?O
GTTTTIATIATTCATTAAGGGTT - AAGTGGGGGGTCTTTAAGATIAMATTCTCIGAATTO

FEFREVRTE EF Hr @ »*d * Rrvdoatod w8 (22 2 222 2 218 22t

TACATAAATASTCAGCCTTACCACR TAR TTTIGGOCTRTGGC TGO - ATTI TGRAGOGEAT
TACRTACKTGGTTACACGGATATICTAGTCOTOG - TORTATATACTGTTT TOGAACGONG
TACATACKTGG TTMACGGATATIGIAGTCCTOR - TOT AT T TACTG T TTTOGAALGOAG
TACATACATGGTTACALGGATAT ICTATTCUTGE - TOSTATATACTCTITICGARCOONG
TACATACATGGTTACACGEATATIGTIATTCOTGG - TOUTATATACTG TIT TCGARCGCAG

LA L L Ll Rl SR L L B - - » Ll L L L) * T SRev 9@ TESS

AGCCRACGCCTE TCIGCTCOACA TICET TG TAT TIAMATGCAGCCACAGCTGETTIC
TGCCAMGGCCTACCTCOTCOACATTICTAGALGT TIGCTAGCCTCACCCAMG CTGATTICC
CGCCAAGGOCTACTTCC TCTACAT T ICONGAGUT TIGTRGTCTCAGCCAMGCTGATICC
TGCOGRAGGCCTACCTOCTCTACAT TTCCAGCAST T IUTAG TCTLAGCCALAG CTGGTTTC
TeOCGAGEOCTACGTCGTCTACATTTCCAGTAGT TIGTAGTCTOAGCCACAGCTGATTTC

CEETARTEVY PEE W BPEES *r o e e et ok S @

TTTTATIRTTTGGGTGGAACCARTCAAT TG T TIGRICOAGCTCAGGTTIGUGGGTGANGT
TTTICTTAITIGGTTSGAAGTAATCARTAGTGGAGT CAMCAACAGG TTTGGG TG IGANG T
ITTICTIATTIGG TIGGAAGTAATCAATAG IGOAGTCAAGACAGETTICCE TG TGANGT
TG TICTITGETICGAAGTAATCAA TAGT CEAAT CTAGRA LA GCT TTCGRGCTAARGT
T TG TICTTIGGTICGAAGCTAATCAATAGTCGRATCTAGGACAGGTTIGGGGGTAMAGT

LI 21 ] "! Sehae BEeES SRAbrEr 9 e e ausvamitthk Wk Thad

ACCTGGAGTEGTAGGTARAGGGCTGC CT TATUGTGTOGCGEGAGGAS TAGTTAATATASA
AACGGGAGTUGTAGGARRAGG G TTGGGGGATTGTATGHCUGUAGGAGTAGTTTACATATG
AACGGERETCE TAGGAGRAGGG TTGGCEANT TR TATGECGGEAGGAGTAGTT TACATATG
AGCGGGAG TUG TAGGAGRAGEGCTGGG T TATGCTATOGCRGRAGGAGTAGTTTACATAGS
AGCGHGAGTGGTMGAGARGGGCTGGGTTATEATATCGOGAGAGGAGTAGTT TACATAGA

* ¥ PTEPTETREEE SRR S 0 BE PPROPROPRRIR TR & SFR &

rERIEORRT B ¥ *d e BB SRPRINEE SRS ¥ SUATEY FF W e

4 % 5 b 40 b e vdd dbe LR 3 4 J L
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Figura N° 6

GAATTCAACC TTAACCTTIT TTATICTGTA GTATTCAMAG GGTATASAGA
TITICTTGET CCCCCCTCEC GGGGGARCAA AGTCGTCAAT ATTARATCTC
ATCATGTCCA CCGCCCRAGGA GGGCGTTCTG ACTGTGSTAG CCTTGURCAGT
ATATCCGAMG GTGCGGGAGA IGCGGGTETIT GAMMATGOCA TTITTCCTTC
TCEAROGETA GOGGTGGOGE GGCTEGACMA nCCACYGLOS SOGGCGRAWG
ATCTGGOCAA GRTGGCTGCG GGGGOGETGT CTICTICTGE GGTARCGCCT
CCTTGGATAC GTCATAGCTG AARACGAARG AAGTGCGCTG TAMGTATTAL
CAGCGCACTT CGGCAGCOGC AGCACCTCOG CAGCACCTCA GCAGCARCAT
GCCCAGCAAG AAGAATGGAA GAAGCGGACC CCAACCACAT AAMAGGTGGS
TGTTCACGCT GRATAATCCT TCCGARGRCG AGCGCAAGAA MATACGGGAG
CTCCCAATST CCCTATITGA TTATTTTATT GTTUGGCGAGE ALGETWWIGA
gGARNGACGA ACACCTCACC TCCAGGGGTT CGCHANTTIT GTGARGAAGC
AaACTTLTAA TAARGTGRAG TOGTATTIGE GTGCCCGCTG CCACATCGAS
AAAGCCAAAG GAACTGATCA GCAGAATAAR GAATATTGCA GTAARGAAGG
CRACTTACTT ATTGARIGTS GRGCTCCTCG ATCTCAAGGA CRACGGAGTS
ACCTGICTAC TGCTGTGAGT ACCTIGTICG AGAGOGGGAS TCTGGTGACC
GTTGEAGAGE AGCALCCTGT AACGTITGIC AGAAATTICC GOGGSCTGGE
TAARCTTTIG AMAGTGAGCS GGAMARTGCA GAAGCGTGAT TGGAAGACCA
ATGTACACGT CATTGTGGGG CCACCTGGGT GTCGTAARAG CAARTGGGCT
GCTAATITTG CAGACCCGGA AACCACATAC TGGAMECAC CTAGMACAA
GTGSTGEGAT GGTTACCATG GTGAAGARGT GGTTGTTATT GATGACTTIT
ATGGCTGGCT GCOGTGGGAT GATCTACTGA GACTGTGTGA TCGATATCCA
TTGACTSTAG KGACTARASG TGCAACTGTA COUDINNNGG COCGCAGTAT
TCTGATTACC AGCAATCAGA CCCCGTEGGA ATGGTACTCC TCAACIGCTG
TCCCAGCEGT AGAAGCTICTC TATCGGAGGA CULACTIOCTT GGTATTTLGO

AAGAATGCTA CAGAACARTC CACGGAGGAR GGGGGCCAGT TNGTCACCCT
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Figura N° & (continuacién)

TTCCCOCTEA T0CCCTGAAT TTCCATATGA AATAAATIAC TGAGTCTTTT
TTATCACTIC GTARTGGITT TTATIATICA TTTAGGGTIT AAGTGGGGGS
TCTTTAAGAT TAAATTCICT GRATTGTACA TACATGGTTA CACGGATATT
CTAGTCCIGE TCCTATATAC TGITTTCGAN CGCAGTGOLS AGGCCTACGT
GGTCCACATT TCTAGAGGTT (GTAGCCTCA gOCARAGCLS ATTCCTITTG
TTATTIGGTT GGAAGTAATC AATAGTGGAG TCAAGAACAS GTITGGGTCT
CAAGTARCGE GASTGGTAGE AGARGGETIG GGOGATTIGTA TGGOGGGASS
AGTRAGTTTAC ATATGGGTCA TAGGTTAGGS CTGTGGCCTT TOTTALAMG
TTATCATCTA GRATRACAGC AGTGGAGCCC ACTCCCCTAT CACCCTGGGT

GATGGGGGAG CAGGGCCA
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Figura N° 7

secuencia del clon pGEM-7/8
secuencia de la cepa PCV PK/15

PUNTUACIONES Initl: 2517 Initn: 3774 Opt: 4010

75,8% de identidad en 1785 pb de solapa-

miento

1769 1759 1749 1739 1729 1719
#con.s GRATICTGGCCCTGCTCCCOCATCACCCASGGTEATAGGGGAGTGGGCTCCACTGOTGTT
LRV 0 EE SO0 0 it un
PEVEco GAATTTTACCCCAGRGACCCCATCACCTCTARTCAAAGAGGTGTTORGTCCACTOTTGTT
10 20 30 4 50 60

1708 1695 16399 1679 1669 1659
3con.s ATTCTAGATGATAACTTICTARCAAAGGCCACAGECCTACCTATGACCCATATCTARAL
16 LAt RN REIL
peveco ATCTTGOATGOCAACTTTCTAACCCCCTCCACCAACTTOGCETATGRCCCCTATATIMG
70 o 90 100 e 120

1649 1639 1639 1619 1609 2899
Bcon. s TACTCCTCCCGCCATACAATCCCCCARCCCTICTCCTACCACTCCCGTTACTICACACCS
POCLREERROINSE 0 0 L Ve ERERTRR R b YRR b
peveco TACTCCTOCCGCCACACCATAAGGCAGECCTTTACCTACCACTCCAGGTACT TCACCCRE
130 140 150 160 170 100

1599 1879 1569 1559 1543 1539

8c0D. 5 AAACCTGTTCTTGACTCCACTATTGATTACTICCAACCAMTAACAAAAGGART CAGCTT
PEOELE 0 L f0 1 O B ey (e il
pEveco ARRCCTGAGCTCGACCAARCAATTGATIGGTTCCACCCARATAATARAAGRAACCAGCTG
190 200 210 220 230 240

1523 1519 1509 1499 148 1479
0con.s TGCCTGAGGCTACAAACCTCTAGAANTGTCGACCACCTAGGCCTCGECACTGEGTTCGAR
bt IRRUER R
peveco TOGCTCCATTTAAATACCCACACCANTGTCGAGEACACAGSCCTOCGCTATGOGCTOCAR
350 260 270 200 290 300

1469 1453 1449 1439 1429 1619

#con. 8 AACAGTRTATAC-GACCAGGACTACAATATCCGTGTARCCATGTATGTACAATTCAGAGA

it W L o LRt g

peveco AN~ TGCAGCCACAGCCCAMANTTATGTCGTARCGCTAACTATTTATGTACRATTCAGAGR
310 320 330 340 350

3409 1398 1303 1379 1369 1159
Scon.s ATTTAATCITAAAGACCCCCCACTTARACCCTAAATGAATARTAAARACCATTACGANGT
DL e bt e T R e g 1
peveco ATTTATCCTAMAAGACCCTC- - - -TAAA- « - TAAAT-AAARATAAARACCATTACGATCT
360 e 380 %0 400 410

13¢9 1339 1329 1319 1209 1299

BEON. 8 GAT-~ - AAAAARGACTCAGTART TTATT TCATATGGAAATTCAGGGCATEGGGGGEAANG
I T e e L L
Peveco GATARCAAARRAGACTCASTAATTTATTTTATATOGCARAAGGGCACAGGGTCGETCCAC
430 430 440 S0 460 470
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Becn.s GETGACHAACTGGCTCCC- - - TTCCTCCOTCRATTGTTCTGTAGCATTCTICCAAAATAL
I R s s i
CCTCCETCRATTGTICTCCAGCAGTCT TCCAAAATTO

peveco TGCTTCAMRTOGGCCTICGGITA
480 490 500 510 L3 1 $30

1239 1229 1218 1209 1199 1199
focon.s CANGAAAGCTAATCCTCOGATAGAGAGCTTCTIAAGCTGGRACAGCACTICAOGALTACCA
JLC ISRt e s e e LEE R bR e g e iesy
GAGCTTCTACAGCTGGGACAGCAGTTGAGGAGTACCA

peveco CAARGTAGTAATCTCTCCGATAGH
240 $50 $60 570 580 590

1179 1169 1159 1149 1138 j1zs
fcon. 8 TICCAACGEEET CTGATIGCTGOTAAT CAGARTACTGCGGGC NN NG TACAG TTCC
CRES  VERY TOSTTIO L e e e SRl il ecessy SP0I0 §I
peveco TICCTGGGGGECCTIGATIGCTCGTAT CARITACTGCGGGCCARAMAMGGAACAGTALC
600 €10 $20 €30 640 §50

1119 1108 1099 1089 1079 1069
8con. 8 ACCTTTAGTCTCTACAGTCAATGRATATCGATCACACAG TCTCAGTABATCATCCCACGS
FOVEELSES VDAL e e by 80 HEESTERRERIN e sen i ennni 1y
ACCGCTCRACACAGTCTCASTAGATCATC CCAAGG

Peveco CCCTTTAGTCTCTACAGTCAATGGAT.
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¥con. 3 CAGCCAGCCATAARAGTCATCAATAACARCCACTICTTCACCATGGTAACCATCOCACCN

FARERONPEPETE ERREE Y AVREL DRI HER 1 1 i
PEVECO TAACCAGCCATARAARTCATCCAARACAACAACTTCTTCTCCATGATATCEATCCCACCA
720 730 740 750 760 770

999 (11 578 969 959 949
8con. s CTTGTTTCTAGGTGCTTTCCAGTATCTCGTTTICGGGTCIGCAAATTAGCAGCCCATTT
PEETRUEL 1V L EER LR TCRE PRIy v
peveco CTTATTTCTACTAGGCTTCCAGTAGGTGTCCCTAGGCTCAGCAMMATTACGGGCCCACTS
700 190 800 10 820 $30

919 929 919 908 899 sy
8Con. 3 GOTTTTACCACACCCAGGTGGCCCCACARTOACG TGTACAT TGGTCTTCCAATCACGETT
EEAL SEERE RO TE I T LR L ey
PEveco GCTCTICCCACAACCEGGOGGGCCCACTATGACGTGTACAGCTGTCTTCCARTCACGCTG
840 a50 %o "0 200 90

[ i} ] L 13 gss 04y 39 02
Bcon.s CTECATTTICCCGOTCACTT TCAMMAGTTCAGCCAGCCCGCGUMMATTTCIGACMALGT

FERLED CHERDSEINRER S CEETEE I LI N R el ia sy 1ht 100
PEveco CTGCATCTICCCGCTCACTTTCARAAGTTCAGCCAGCCCGOGGAATTTCTCACATACST
300 910 $20 30 %40 350

019 002 799 798 179 79
8con. 3 TACAGGOTGCTGCTCTOCAACGGTCACCAGACTCCOGCTCTCCAACAAGGTACTCACAGE
IR s e ey

CAGERANCTGCT CGOCTACAGTCACCARAGAC COOGTCTCCAAAAG GG TACTCACATC

peveco TA
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Icon.s ASTAGACAGGTCACTCCGTTCTCCTIGAGATCGAGGAGCTCCACATTCANTARGTANGTT
FECEETETEE g 30 0 g0 40 1 HERRRL Ll L jint i 8
CCTGGTTCOGCOGAGCTCCATACTCCATAAGTATG TS

peveco AGTAGACAGGTOGCTGOSCTTCC
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699 §19 69 869 1 77
fcon.s GOCTTCTITACIGCRATATTCITIATICTGCTGATCAGTTCCTTIGRCTITCTCRATG TS
LOEEHAN Sy Eenp e by i Threrad seidnn il
GCCTTCTTTACTGCAGTATICITIATIC TG CIGG TCGATTCCTTICOCTITCTCGATETS

peveco
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63 [+ (5% ] 0% 559 588
beon.s GCAGCGCGCACCTARATACCN

CTTCACTTTATT.

PEEERRERRR PR e o i v iy o
PEVEco GCAGCGGGCACCAAARTACCACTTCALCT TG TTARARGTCTGCTICTTAGCAARRTTCGE
1140 1150 1160 1170 1180 1190

579 569 $59 549 £39 s39
tcon.s GAACCCCTGRACCTGASETCITCGTIOITTCCTCANUACCCTOCTORCCAASAATAMAATA
ORIy ke ds 80 0 =008 L0 1 ngn)
RARCCCCTGGRAGETEAGAASTTCTACCCTC T TCCARCCTTCCTCTCCGCARACAMATA

1200 1210 1230 1230 1240 1250

pcveco

519 509 439 489 473 (1%
$con.8 ATCAAATAGGGASATTGOGACCTCCOGTATTTTCTTGOGCTCRTCTTCGRARGGATTATT
PO TERNE il i e g neiienni
pEveco ATCAMAAAGGGAGATTGAAAGCTCCCGTATTTTG TTTTTCTCCTCCTCGRARGGATTATT
1260 1170 1200 1290 1300 1210

45% 443 439 429 419 103

CAGOGTGAACACCCACCTTTIATG TGS T TGGES TCCGCTTCTTCOATTCTICTTGCTGGG

FELLLEU LR 100 a0 ke 11 RRININ)

prveco AAGGGTGAMIACCCACCTCTTATGSGGT IGCEEGCCGCT v o v e m e TICTIGCTTCS
1330 13390 1340 1350 1360

fcon.s

k) 1 k1 379 k11 35 K1}
bcon. s CATCTTCCTCCTRAGGTCCTGCORAGGTGCTGCOGCTGCCGANG TGCGCTGUTANTALT -

L R A e Ty
peveco CATTYT- -CACTGA- - CGCTGCCGASCTGCTGCEGCTECOUAS TG COCTORTANTACTA
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338 28 319 14} ] 299 2¢9
Scon.s - TACACCCOACTTCTTIC - STTITICAGCTATCACSTATOCARCEASCOCTTALCOCAZAL

LRI i T Iinmn
peveco CORACTTCTTTCACTTT TATAGGATGACG TCGCCAMGGAGOCETIACCGCAGAR
1420 1430 1440 1450 2460 un
7 269 59 r{}) 29 28

dcon. ¢ GARGACACCRCCCCCGOASCOAT CTTCGCCACATCHTCOGEOCOCCRECCTCANTRITCC

PR HEIREEEI e 8 Oy bl s |
poveco GAAGGACCCGCCTCCACAGCCATCTTGGAAMCATCCTCCGGAGAGACCATATT TRCAL
1480 1490 1500 1510 1520 1530
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ACCGCTACCOTTOGAGRASGANNAATGOCATTTTCAACACCCGE

I FEOLATE L 0 e F g T L

peveco A-CCCCGLCTTCASAAACCGTTACAGATGECGCCEAMGACGGETATCTTCAATTCCCOC
1540 1580 1560 1570 1590 1890

169 189 249 139 129 119
#con.s YTCTCCOGCACCTICOGATATACTGTCAAGGCTACCACAGTCAGAACUC CETCCTGGGCG

14 IR
peveco CTTICTACASAATTIGTALTCACCATRAANMAG - GAGGATACTCUCA - - GOCATCTTGAAAT

1600 1610 1620 1430 1640 14850

109 29 89 79 ) ss
8coD. s GTGGACATGATGAGATTTAATATTGACGACTTTGTTCCCCOGGGAGGEEEGACCARCARA

Wb P s b b e ket
TCGGCCAG TTCCTOCCCCECTCAGACGACACCAACCSE

peveco GTTAACTACCTCAMATTCAALN
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49 3 22 12 »
¥con.s ATCTTTATACCCTTIGAN

TACTACAGRATARARAAGGTTANGGTT

i R T8 POCELErE 30 T REng iy 1

pcvece CTACCCCTACCTTTCCARTACTACCOSTATTAGAANGGCTARATAT
1720 1130 1740 1750
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