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DESCRIPCION
Clones de ADN infeccioso quimérico de circovirus porcino y uso de los mismos
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a vacunas virales quiméricas que protegen a un cerdo contra la infeccion viral o el
sindrome de desmedro multisistémico post-destete (PMWS) causado por PCV2.

Descripcion de la técnica relacionada

Circovirus porcino (PCV) se aisl6 originalmente como un contaminante de cultivo de células de una linea celular de
rifndn porcina PK-15 (1. Tischer et al., "A very small porcine virus with circular single-stranded DNA," Nature 295: 64 -
66 (1982); 1. Tischer et al., "Characterization of papovavirus and picornavirus-like particles in permanent pig kidney
cell lines," Zentralbl. Bakteriol. Hyg. Otg. A. 226 (2): 153 - 167 (1974)). PCV es un pequefio virus icosahédrico sin
envuelta que contiene un genoma de ADN circular de una sola cadena de aproximadamente 1,76 kb. PCV esta
clasificado en la familia de Circoviridae, que consiste en otros tres circovirus de animales diferentes (virus de anemia
de pollo (CAV), virus de enfermedad de pico y pluma de Psittacine (PBFDV) y el circovirus de columbidos
recientemente descubierto (CoCV) de palomas) y tres circovirus de plantas (virus del cogollo racimoso de banano,
virus de podredumbre foliar del cocotero y virus de malformacion del trébol subterraneo) (M. R. Bassami et al.,
"Psittacine beak and feather disease virus nucleotide sequence analysis and its relationship to porcine circovirus,
plant circoviruses, and chicken anemia virus," Virology 249: 453 - 459 (1998); J. Mankertz et al., "Transcription
analysis of porcine circovirus (PCV)," Virus Genes 16: 267 - 276 (1998); A. Mankertz et al., "Cloning and sequencing
of columbid circovirus (CoCV), a new circovirus from pigeons," Arch. Virol. 145: 2469 - 2479 (2000); B. M. Meehan et
al., "Sequence of porcine circovirus DNA: affinities with plant circoviruses," J. Gen. Virol. 78: 221 - 227 (1997); B. M.
Meehan et al., "Characterization of novel circovirus DNAs associated with wasting syndromes in pigs," J. Gen. Virol.
79: 2171 - 2179 (1998); D. Todd et al., "Comparison of three animal viruses with circular single-stranded DNA
genomes," Arch. Virol. 117: 129 - 135 (1991)). Miembros de los tres circovirus animales reconocidos previamente
(PCV, CAV, y PBFDV) no comparten la homologia de secuencias de nucleétidos o determinantes antigénicos entre
si (M. R. Bassami et al., 1998, supra; D. Todd et al., 1991, supra). El genoma del CoCV recientemente identificado
compartia aproximadamente el 40% de identidad de secuencia de nucledtidos con la de PCV (A. Mankertz et al.,
"Cloning and sequencing of columbid circovirus (CoCV), a new circovirus from pigeons," Arch. Virol. 145: 2469 -
2479 (2000)). Recientemente, un circovirus humano novedoso con un genoma circular, denominado virus
transmitido por transfusion o TT virus (TTV), se identificéd de individuos asociados a hepatitis después de transfusion
(H. Miyata et al., "ldentification of a novel GC-rich 113-nucleotide region to complete the circular, single-stranded
DNA genome of TT virus, the first human circovirus," J. Virol. 73: 3582 - 3586 (1999); T. Nishizawa et al., "A novel
DNA virus (TTV) associated with elevated transaminase levels in posttransfusion hepatitis of unknown etiology,"
Biochem. Biophys. Res. Commun. 241: 92 - 97 (1997)). De manera adicional, un minivirus humano de tipo TTV
(TLMV) se identificod a partir de sangre de donantes normales (P. Biagini et al., "Genetic analysis of full-length
genomes and subgenomic sequences of TT virus-like mini virus human isolates," J. Gen. Virol. 82: 379 - 383 (2001);
K. Takahashi et al., "Identification of a new human DNA virus (TTV-like mini virus, TLMV) intermediately related to TT
virus and chicken anemia virus," Arch. Virol. 145: 979 - 93 (2000)) y un tercer circovirus humano novedoso, conocido
como virus SEN (SENV), también se descubri6 de seres humanos con hepatitis después de transfusion (T.
Umemura et al., "SEN virus infection and its relationship to transfusion-associated hepatitis," Hepathology 33: 1303 -
1311 (2001)). La organizacién genémica de tanto TTV como TLMV humanos es similar al de CAV (P. Biagini et al.,
2001, supra; H. Miyata et al., 1999, supra; K. Takahashi et al., 2000, supra). Aunque se encontraron anticuerpos
para PCV en diversas especies animales incluyendo seres humanos, ratones, ganado y cerdos (G. M. Allan et al.,
"production preliminary characterization and applications of monoclonal antibodies to porcine circovirus," Vet.
Immunol. Immunopathol. 43:357-371 (1994); G. C. Dulac and A. Afshar, "Porcine circovirus antigens in PK-15 cell
line (ATCC CCL-33) and evidence of antibodies to circovirus in Canadian pigs," Can. J. Vet. Res. 53: 431 - 433
(1989); S. Edwards and J. J. Sands, "Evidence of circovirus infection in British pigs," Vet. Rec. 134: 680 - 1 (1994); J.
C. Harding and E.G. Clark, "Recognizing and diagnosing postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS),"
Swine Health and Production 5: 201 - 203 (1997); R. K. Hines and P. D. Lukert, "Porcine circovirus: a serological
survey of swine in the United States," Swine Health and Production 3: 71 - 73 (1995); G. P. Nayar et al., "Evidence
for circovirus in cattle with respiratory disease and from aborted bovine fetuses," Can. Vet. J. 40: 277 - 278 (1999); I.
Tischer et al., "Distribution of antibodies to porcine circovirus in swine populations of different breeding farms," Arch.
Virol. 140: 737 - 743 (1995); I. Tischer et al., "Presence of antibodies reacting with porcine circovirus in sera of
humans, mice, and cattle," Arch. Virol. 140: 1427 - 1439 (1995)), se conoce poco con relacion a la patogénesis de
PCV en estas especies animales. La infeccién experimental de cerdos con PCV derivado de células PK-15 no
produjo enfermedad clinica y de este modo, este virus no se considera que sea patégeno para los cerdos (G. M.
Allan et al., "Pathogenesis of porcine circovirus; experimental infections of colostrum deprived piglets and
examination of pig foetal material," Vet. Microbiol. 44: 49 - 64 (1995); I. Tischer et al., "Studies on epidemiology and
pathogenicity of porcine circovirus," Arch. Virol. 91: 271 - 276 (1986)). EI PCV no patdgeno derivado de la linea
celular PK-15 contaminada se denomind circovirus porcino tipo 1 o PCV1.
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El sindrome de desmedro multisistémico post-destete (PMWS), descrito primero en 1991 (J. C. Harding and E.G.
Clark, 1997, supra), es una enfermedad compleja de lechones de destete que esta cada vez mas extendida. Con la
amenaza de un impacto econémico serio potencial para la industria del cerdo, se hace urgente desarrollar una
vacuna contra PCV2, el agente causante principal de PMWS. PMWS afecta directamente a cerdos entre 5 - 18
semanas de edad. Los signos clinicos de PMWS incluyen pérdida de peso progresiva, disnea, taquipnea, anemia,
diarrea, e ictericia. La tasa de mortalidad puede variar entre 1% y 2%, y hasta 40% en algunos casos complicados
en el Reino Unido. (M. Muirhead, "Sources of information on PMWS/PDNS," Vet. Rec. 150: 456 (2002)). Las lesiones
microscopicas caracteristicas de PMWS incluyen neumonia intersticial granulomatosa, linfadenopatia, hepatitis, y
nefritis (G. M. Allan y J. A. Ellis, "Porcine circoviruses: a review," J. Vet. Diagn. Invest. 12: 3 - 14 (2000); J. C.
Harding and E.G. Clark, 1997, supra). Se ha localizado PMWS en cerdos en Canada, Estados Unidos (G. M. Allan et
al., "Novel porcine circoviruses from pigs with wasting disease syndromes," Vet. Rec. 142: 467 - 468 (1998); G. M.
Allan et al., "Isolation of porcine circovirus-like viruses from pigs with a wasting disease in the USA and Europe," J.
Vet. Diagn. Invest. 10: 3 - 10 (1998); G. M. Allan and J. A. Ellis, 2000, supra; J. Ellis et al., "Isolation of circovirus from
lesions of pigs with postweaning multisystemic wasting syndrome," Can. Vet. J. 39: 44 - 51 (1998); A. L. Hamel et al.,
"Nucleotide sequence of porcine circovirus associated with postweaning multisystemic wasting syndrome in pigs," J.
Virol. 72: 5262 - 5267 (1998); M. Kiupel et al., "Circovirus-like viral associated disease in weaned pigs in Indiana,"
Vet. Pathol. 35: 303 - 307 (1998); R. Larochelle et al., "ldentification and incidence of porcine circovirus in routine
field cases in Quebec as determined by PCR," Vet. Rec. 145: 140 - 142 (1999); B. M. Meehan et al., 1998, supra; .
Morozov et al., "Detection of a novel strain of porcine circovirus in pigs with postweaning multisystemic wasting
syndrome," J. Clin. Microbiol. 36: 2535 - 2541 (1998)), la mayoria de los paises europeos (G. M. Allan et al.,
"Isolation of porcine circovirus-like viruses from pigs with a wasting disease in the USA and Europe," J. Vet. Diagn.
Invest. 10: 3 - 10 (1998); G. M. Allan and J. A. Ellis, 2000, supra; S. Edwards and J. J. Sands, 1994, supra; S.
Kennedy et al., "Porcine circovirus infection in Northern Ireland," Vet. Rec. 142: 495 - 496 (1998); A. Mankertz et al.,
"Characterization of PCV-2 isolates from Spain, Germany and France," Virus Res. 66: 65 - 77 (2000); C. Rosell et al.,
"ldentification of porcine circovirus in tissues of pigs with porcine dermatitis and nephropathy syndrome. Vet. Rec.
146:40-43 (2000); P. Spillane et al., "Porcine circovirus infection in the Republic of Ireland," Vet. Rec. 143: 511 - 512
(1998); G. J. Wellenberg et al., "Isolation and characterization of porcine circovirus type 2 from pigs showing signs of
post-weaning multisystemic wasting syndrome in the Netherlands," Vet. Quart. 22: 167 - 72 (2000)) y algunos paises
en Asia (C. Choi et al., "Porcine postweaning multisystemic wasting syndrome in Korean pig: detection of porcine
circovirus 2 infection by immunohistochemistry and polymerase chain reaction," J. Vet. Diagn. Invest. 12: 151 - 153
(2000); A. Onuki et al., "Detection of porcine circovirus from lesions of a pig with wasting disease in Japan," J. Vet.
Med. Sci. 61: 1119 - 1123 (1999)). PMWS potencialmente tiene un grave impacto econdmico en la industria del
cerdo en todo el mundo.

El agente causante principal de PMWS es una cepa patégena de PCV denominada circovirus porcino tipo 2 o PCV2
(G. M. Allan et al., "Novel porcine circoviruses from pigs with wasting disease syndromes," Vet. Rec. 142: 467 - 468
(1998); G. M. Allan et al., "Isolation of porcine circovirus-like viruses from pigs with a wasting disease in the USA and
Europe," J. Vet. Diagn. Invest. 10: 3 - 10 (1998); G. M. Allan et al., "Isolation and characterisation of circoviruses from
pigs with wasting syndromes in Spain, Denmark and Northern Ireland," Vet. Microbiol. 66: 115 - 23 (1999); G. M.
Allan y J. A. Ellis, 2000, supra; J. Ellis et al., 1998, supra, A. L. Hamel et al., 1998, supra; B. M. Meehan et al., 1998,
supra; 1. Morozov et al., 1998, supra). La secuencia genomica completa de PCV2 asociado a PMWS se ha
determinado (M. Fenaux et al., "Genetic characterization of type 2 porcine circovirus (PCV-2) from pigs with
postweaning multisystemic wasting syndrome in different geographic regions of North America and development of a
differential PCR restriction fragment length polymorphism assay to detect and differentiate between infections with
PCV-1 and PCV-2," J. Clin. Microbiol. 38: 2494 - 503 (2000); A. L. Hamel et al., 1998, supra; J. Mankertz et al., 1998,
supra; B. M. Meehan et al., 1997, supra; B. M. Meehan et al., 1998, supra; 1. Morozov et al., 1998, supra).

PCV1 es ubicuo en cerdos pero no es patégeno para los cerdos. Por el contrario, el PCV2 relacionado
genéticamente es patdgeno y provoca PMWS en cerdos. El andlisis de secuencia revela que el PCV2 asociado a
PMWS comparte solamente aproximadamente 75% de identidad de secuencia de nucleétidos con el PCV1 no
patégeno. El gen ORF2 de tanto el PCV1 no patégeno como el PCV2 patdgeno codifica la proteina de la capsida
viral inmunogénica principal (P. Nawagitgul et al., "Modified indirect porcine circovirus (PCV) type 2-based and
recombinant capsid protein (ORF2)-based ELISA for the detection of antibodies to PCV," Immunol. Clin. Diagn. Lab
Immunol. 1: 33 - 40 (2002); P. Nawagitgul et al., "Open reading frame 2 of porcine circovirus type 2 encodes a major
capsid protein," J. Gen. Virol. 81: 2281 - 2287 (2000)).

Los intentos iniciales para reproducir PMWS en cerdos convencionales mediante inoculaciéon de PCV2 no tuvieron
éxito (M. Balasch et al., "Experimental inoculation of conventional pigs with tissue homogenates from pigs with post-
weaning multisystemic wasting syndrome," J. Comp. Pathol. 121:139 - 148 (1999); M. Fenaux et al., "Cloned
Genomic DNA of Type 2 Porcine Circovirus (PCV-2) is Infectious When Injected Directly into the Liver and Lymph
Nodes of SPF Pigs: Characterization of Clinical Disease, Virus Distribution, and Pathologic Lesions," J. Virol. 76: 541
- 551 (2002)). La reproduccién experimental de PMWS clinico en cerdos gnotobidticos y cerdos convencionales con
homogenatos de tejidos de cerdos con PMWS de origen natural y PCV2 propagado de cultivo de células produjo
resultados mixtos. PMWS clinico se reprodujo en cerdos gnotobidticos (SPF) y cerdos desprovistos de calostro y
derivados de cesarea coinfectados con PCV2 y parvovirus porcino (PPV) (G. M. Allan et al., "Experimental
reproduction of severe wasting disease by co-infection of pigs with porcine circovirus and porcine parvovirus," J.
3
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Comp. Pathol. 121: 1 - 11 (1999); S. Krakowka et al., "Viral wasting syndrome of swine: experimental reproduction of
postweaning multisystemic wasting syndrome in gnotobiotic swine by coinfection with porcine circovirus 2 and
porcine parvovirus," Vet. Pathol. 37: 254 - 263 (2000)), y en cerdos gnotobioticos inoculados con PCV2 cuando su
sistema inmune se activd por hemocianina de ojo de cerradura en adyuvante de Freund incompleto (S. Krakowka et
al., "Activation of the immune system is the pivotal event in the production of wasting disease in pigs infected with
porcine circovirus-2 (PCV-2)," Vet. Pathol. 38:31-42 (2001)).

PMWS clinico también se reprodujo en cerdos derivados de cesarea / desprovistos de calostro (CD/CD) inoculados
con PCV2 solo (P. A. Harms et al., "Experimental reproduction of severe disease in CD/CD pigs concurrently infected
with type 2 porcine circovirus and porcine reproductive and respiratory syndrome virus," Vet. Pathol. 38:528-539
(2001)) y en cerdos convencionales co-infectados con PCV2 y cualquier parvovirus porcino (PPV) o virus del
sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRSV) (A. Rivora et al., "Experimental inoculation of conventional pigs
with porcine reproductive and respiratory syndrome virus and porcine circovirus 2," J. Virol. 76: 3232 - 3239 (2002)).
En los casos de la co-infeccion con PRRSV/PCV2, los signos patolégicos caracteristicos de PMWS tales como
agotamiento linfoide, inflamacién granulomatosa y hepatitis necrotizante estan inducidos por PCV2 y no por PRRSV
(P. A. Harms et al., 2001, supra). Sin embargo, PMWS clinico no se reprodujo en cerdos gnotobidticos infectados
con PCV2 solo (G. M. Allan et al., "Experimental infection of colostrums deprived piglets with porcine circovirus 2
(PCV2) and porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) potentiates PCV2 replication," Arch. Virol.
145: 2421 - 2429 (2000); G. M. Allan et al., "A sequential study of experimental infection of pigs with porcine
circovirus and porcine parvovirus: immunostaining of cryostat sections and virus isolation, J. Vet. Med. 47: 81 - 94
(2000); G. M. Allan et al., "Experimental reproduction of severe wasting disease by co-infection of pigs with porcine
circovirus and porcine parvovirus," J. Comp. Pathol. 121: 1 - 11 (1999); M. Balasch et al., 1999, supra; J. Ellis et al.,
"Reproduction of lesions of postweaning multisystemic wasting syndrome in gnotobiotic piglets," J. Vet. Diagn. Invest.
11: 3 - 14 (1999); S. Kennedy et al., "Reproduction of lesions of postweaning multisystemic wasting syndrome by
infection of conventional pigs with porcine circovirus type 2 alone or in combination with porcine parvovirus" J. Comp.
Pathol. 122:9-24 (2000); S. Krakowka et al., 2001, supra; S. Krakowka et al., 2000, supra; R. M. Pogranichnyy et al.,
"Characterization of immune response of young pigs to porcine circovirus type 2 infection," Viral. Immunol. 13: 143-
153 (2000)). Los in6culos de virus usados en estos estudios eran o bien homogenatos de tejidos de cerdos con
PMWS de origen natural, o virus propagados en cultivos de células PK-15 (G. M. Allan et al., "Experimental infection
of colostrums deprived piglets with porcine circovirus 2 (PCV2) and porcine reproductive and respiratory syndrome
virus (PRRSV) potentiates PCV2 replication," Arch. Virol. 145: 2421 - 2429 (2000); G. M. Allan et al., "A sequential
study of experimental infection of pigs with porcine circovirus and porcine parvovirus: immunostaining of cryostat
sections and virus isolation, J. Vet. Med. 47: 81 - 94 (2000); G. M. Allan et al., "Experimental reproduction of severe
wasting disease by co-infection of pigs with porcine circovirus and porcine parvovirus," J. Comp. Pathol. 121: 1 - 11
(1999); M. Balasch et al., 1999, supra; J. Ellis et al., 1999, supra; S. Kennedy et al., 2000, supra; S. Krakowka et al.,
2001, supra; S. Krakowka et al., 2000, supra; R. M. Pogranichnyy et al., 2000, supra). Ya que los homogenatos de
tejidos pueden contener otros agentes de cerdo tales como PPV y virus del sindrome reproductor y respiratorio
porcino (PRRSV) (G. M. Allan et al., "Experimental infection of colostrums deprived piglets with porcine circovirus 2
(PCV2) and porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) potentiates PCV2 replication," Arch. Virol.
145: 2421 - 2429 (2000); G. M. Allan et al., "Experimental reproduction of severe wasting disease by co-infection of
pigs with porcine circovirus and porcine parvovirus," J. Comp. Pathol. 121: 1 - 11 (1999); G. M. Allan and J. A Ellis,
2000, supra; J. A. Ellis el al., "Coinfection by porcine circoviruses and porcine parvovirus in pigs with naturally
acquired postweaning multisystemic wasting syndrome," J. Vet. Diagn. Invest. 12:21-27 (2000); C. Rosell et al.,
2000, supra), y desde que la linea de células ATCC PK-15 utilizada para la propagacién PCV” se infecto de forma
persistente con PCV1 (G. C. Oulac and A. Afshar, 1989, supra), la enfermedad clinica y las lesiones patologicas
reproducidas en estos estudios pueden no atribuirse exclusivamente a la infeccion PCV2. (G. M. Allan et al.,
"Experimental infection of colostrums deprived piglets with porcine circovirus 2 (PCV2) and porcine reproductive and
respiratory syndrome virus (PRRSV) potentiates PCV2 replication," Arch. Virol. 145:2421-2429 (2000); G. M. Allan et
al., "A sequential study of experimental infection of pigs with porcine circovirus and porcine parvovirus:
immunostaining of cryostat sections and virus isolation, J. Vet. Med. 47:81-94 (2000); G. M. Allan et al.,,
"Experimental reproduction of severe wasting disease 50 by co-infection of pigs with porcine circovirus and porcine
parvovirus," J. Comp. Pathol. 121: 1-11 (1999); G. M. Allan and J. A. Ellis, 2000, supra; J. A. Ellis et al., 2000, supra).

PMWS clinico también se ha reproducido en cerdos CDCD inoculados con PCV2 cuando se vacunan con
Mycoplasma hyopneumoniae (G. M. Allan et al., "Immunostimulation, PCV-2 and PMWS," Vet. Rec. 147:171-172
(2000)). Dos recientes estudios de campo por G. M. Allan et al., "Neonatal vaccination for Mycoplasma
hyopneumoniae and postweaning multisystemic wasting syndrome: a field trial," Pig J. 48: 34 - 41 (2001), y S. C.
Kyriakis et al., "The effects of immuno-modulation on the clinical and pathological expression of postweaning
multisystemic wasting syndrome," J. Comp. Pathol. 126: 38 - 46 (2002), probo el efecto de inmunomodulacion
mediante vacuna de Mycoplasma hyopneumoniae en el desarrollo de PMWS en manadas endémicas, y muestran
una disminucion significativa de casos de PMWS en grupos no vacunados comparados con los animales vacunados.
Sin embargo, otro estudio reciente que usa lechones de SPF convencionales en condiciones de laboratorio
controladas podria no reproducir este efecto, sugiriendo que las vacunaciones con M. hyopneumoniae pueden
potencialmente influir en el desarrollo de PMWS clinico pero es claramente un papel secundario a una infeccién de
PCV2. Basandose en estos y otros estudios, PCV2 no obstante se considera que es el agente causante principal
pero no exclusivo de PMWS.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2529726 T3

La carencia de una reserva de virus infeccioso de una forma biolégicamente pura de PCV2 ha impulsado el
entendimiento de la patogénesis de PCV2 y el papel etiolégico de PCV2 en PMWS. Las vacunaciones contra PPV y
posiblemente PRRSV no han mostrado de manera consistente que eviten la aparicion de PMWS en cerdos
infectados con PCV2. Por consiguiente, el hallazgo una vacuna segura incluso potente que dirige de manera
especifica PMWS ha sido dificil. Existe una necesidad reconocida en la técnica en el campo veterinario para producir
una vacuna eficaz, segura contra infecciones por PCV2 y PMWS.

La Patente de EE.UU. N° 6.287.856 (Poet et al.) y el documento WO 99/45956 se refieren a acidos nucleicos del
virus de enfermedad de pico y pluma de Psittacine (BFDV), un circovirus que infecta especies aviares, y de
circovirus porcino (PCV). La patente proporciona composiciones de vacuna que comprenden ADN o ARNm
desnudos y divulga un vector de acido nucleico para la expresion transitoria de PCV en una célula eucarittica que
comprende una secuencia reguladora de transcripcion o traduccion de actuacion cis derivada del citomegalovirus
humano potenciador del gen inmediato o temprano o promotor unido funcionalmente a acido nucleico de la
secuencia. Sin embargo, ya que el ADN de PCV se deriva Unicamente de la linea celular PK-15, es probable que
comprenda el PCV1 no patdgeno descubierto aproximadamente hace 30 afos por |. Tischer et al., 1974, supra, v,
por lo tanto, es probable que no sea capaz de provocar una respuesta inmune a PCV2 o infecciones provocadas por
PCV2. Las vacunas subunitarias de proteinas recombinantes hechas a partir de vectores que comprenden marcos
abiertos de lectura también se sugieren en la patente pero los marcos abiertos de lectura de PCV no estan bien
caracterizados o distinguidos uno del otro. Ya que la fuente del ADN de PCV es células de PK-15, las proteinas
preparadas a partir de vectores que comprenden los marcos abiertos de lectura de PCV1 no poseerian propiedades
inmunogénicas fiables, si las hay, contra PCV2.

La Patente de EE.UU. N° 6.217.883 (Allan et al.) y la Patente Francesa N° 2.781.159B se refieren al aislamiento de
cinco cepas de PCV de muestras pulmonares o ganglionarias tomadas de cerdos infectados con PMWS en Canada,
California y Francia (Bretafia), y su uso en combinacion con al menos un antigeno de parvovirus porcino en
composiciones inmunogénicas. Las proteinas codificadas por PCV2 marcos abiertos de lectura (ORF) que consisten
en ORF1 a ORF13 se describen ampliamente en la patente pero no es ejemplificacion de cualquier proteina
especifica que muestra propiedades inmunogénicas. La patente ademas divulga vectores que constan de ADN de
plasmidos, moléculas de ADN lineal y virus recombinantes que contienen y expresan in vivo una molécula de acido
nucleico que codifica el antigeno de PCV. Otras referencias diferentes, por ejemplo, la Patente de EE.UU. N°
6.391.314 B1; la Patente de EE.UU. N° 6.368.601 B1; la patente francesa N° 2.769.321; la patente francesa N°
2.769.322; el documento WO 01/96377 A2; el documento WO 00/01409; el documento WO 99/18214; el documento
WO 00/77216 A2; el documento WO 01/16330 A2; el documento WO 99/29871; etc., también describen la
administracion de polipéptidos PCV1 o PCV2 o los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de diversas
cepas.

Sin embargo, el PCV1 no patégeno no sera util contra infecciones con PCV2 y las capas patégenas de PCV2
descritas en la técnica, incluso si estan atenuadas, es probable que sean de valor limitado debido a la tendencia
usual de un virus vivo para revertir su estado virulento. Por lo tanto, existe todavia una necesidad desde hace mucho
tiempo en la técnica de un antigeno vivo, infeccioso, no patdégeno para la inoculacién de cerdos contra infeccion
grave o PMWS provocada por PCV2 que sea eficaz y permanezca seguro en vacunas veterinarias. Estos objetivos
se consiguen mediante la construccion del nuevo circovirus porcino quimérico vivo descrito en el presente
documento, que se basa en la estructura central gendmica del PCV1 no patdgeno aislado por I. Tischer et al. hace
casi 30 afios. El circovirus porcino quimérico novedoso de la presente invencién es capaz de satisfacer esa
necesidad existente desde hace mucho tiempo mediante solamente y ventajosamente reteniendo el fenotipo no
patégeno de PCV1 pero provocando respuesta inmune especifica contra PCV2 patégeno.

Breve sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a vacunas virales, por ejemplo vacunas de ADN, vacunas vivas, vacunas vivas
modificadas, vacunas inactivadas o vacunas atenuadas que protegen a un cerdo contra la infeccion viral o el
sindrome de desmedro multisistémico post-destete (PMWS) provocado por PCV2, que comprende un vehiculo no
toxico, fisioldgicamente aceptable, uno o mas adyuvantes y una cantidad inmunogénica de un miembro seleccionado
entre el grupo que consiste en:

(a) una molécula de acido nucleico quimérico de circovirus porcino (PCV1-2) caracterizada por tener una
molécula de acido nucleico que codifica un PCV1 no patdégeno, que contiene el gen del marco abierto de
lectura 2 (ORF2) inmunogénico de un PCV2 patégeno en lugar del gen ORF2 de la molécula de acido nucleico
de PCV1;

(b) una molécula de acido nucleico quimérico que tiene una secuencia de nucleétidos establecida en la SEC ID
N° 2, su hebra complementaria o secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 95 % de homologia con la
secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 2;

(c) un plasmido o vector viral que contiene la molécula de acido nucleico quimérico de circovirus porcino
(PCV1-2), la hebra complementaria de la secuencia de nucleétidos que tiene al menos 95 % de homologia con
la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 2; y
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(d) un circovirus porcino quimérico hecho de una molécula de acido nucleico quimérico de PCV1-2, en la que el
gen de la capsida de ORF2 de un PCV1 no patégeno se reemplaza con el gen de la capsida de ORF2 de un
PCV2 patdgeno,

y, opcionalmente, una cantidad inmunogénica de al menos un antigeno porcino adicional, por ejemplo un virus de
sindrome porcino reproductor y respiratorio (PRRSV), parvovirus porcino (PPV) o ambos.

La presente invenciéon también se refiere a la vacuna viral de la presente invencién para uso en la proteccion de un
cerdo contra infeccion viral o sindrome de desmedro multisistémico post-destete (PMWS) provocado por PVC2.

Los virus vivos quiméricos, genéticamente no virulentos, se preparan a partir de estructura genémica de PCV1 no
patégeno, en la que un gen inmunogénico de una hebra de PCV2 patégeno reemplaza un gen de PCV1, en la
misma posicion correspondiente. La memoria descriptiva describe los plasmidos biolégicamente funcionales,
vectores virales y similares que contienen las nuevas moléculas de acido nucleico recombinantes descritas en el
presente documento, células huésped adecuadas transfectadas por los vectores que comprenden el ADN y
productos de expresion polipeptidicos inmunogénicos. También incluida dentro del ambito de la presente invencion
es una vacuna viral y su uso en un procedimiento de proteccion de cerdos contra la infeccion viral o el sindrome de
desmedro multisistémico post-destete (PMWS) provocado por PCV2, que comprende administrar a un cerdo en
necesidad de tal proteccion una cantidad inmunoldgicamente eficaz de la vacuna. La memoria descriptiva ademas
describe clones de ADN quimérico reciprocos de PCV que encuentran uso como modelos experimentales en la
obtencién o caracterizacion de las vacunas virales no virulentas.

Breve descripcion de los dibujos

Los antecedentes de la invencion y su novedad en la técnica se describiran adicionalmente en el presente
documento mas adelante con referencia a los dibujos que acompanian, en los que:

Figura 1 representa la construccion de un clon de ADN molecular de PCV2 infeccioso. Las posiciones relativas
del par de cebadores usados para ampliar el genoma del PCV2 completo se indican en las fechas (cebador
inverso PCVSAC?2, cebador directo PCVSAC?2). EI ADN genoémico de PCV2 amplificado por PCR se digiere con
la enzima de restriccion de Sacll, y se purifico. EI ADN gendmico purificado y digerido con Sacll se ligd para
formar concatémeros. Los concatémeros ligados se separan mediante electroforésis en gel, el dimero del
genoma en tandem de PCV2 se purifica y se clona en el vector pSK que se digiere previamente con la enzima
Sacll para producir un clon de ADN de PCV2 molecular.

Figuras 2A y 2B ilustran que el ADN de plasmido de PCV2 clonado es infeccioso cuando se transfecta in vitro
en células PK-15. Figura 2A muestra la deteccion del antigeno de PCV2 mediante ensayo de
inmunofluorescencia (IFA) en células PK-15 transfectadas con ADN de plasmido de PCV2. El inmunomarcaje
intenso del antigeno de PCV2 se visualiza en el nucleo, y a un menor grado, citoplasma de las células
transfectadas. Figura 2B muestra las células PK-15 transfectadas simuladamente.

Figura 3A muestra los pulmones de un cerdo inoculado por via intralinfoide con PCV2 ADN 21 dias después
de la infeccion. Los pulmones son gomosos, fallan hasta el colapso, y estan sombreados de color rojo tostado.
Los ganglios linfaticos traqueobronquiales estan notablemente agrandados y de color tostado (flechas). Figura
3B representa una seccidon microscopica de un pulmoén normal de un cerdo de control (25X). Figura 3C
representa una seccidon microscopica del pulmoén del cerdo en la Figura 3A. Hay que destacar la inflamacion
linfohistiocitica peribronquiolar y la bronquiolitis necrotizante suave (25X). Figura 3D ilustra la tincion
inmunohistoquimica del pulmén en la Figura 3A. Hay que destacar el antigeno de PCV2 en macréfagos
(flechas) y células de tipo fibroblasto (cabezas de flechas) alrededor de las vias respiratorias (64X).

Figura 4A muestra un ganglio linfatico normal de un cerdo de control. Hay que destacar los foliculos linfoides
bien definidos (flechas) (25X).

Figura 4B representa una seccioén microscopica del ganglio linfatico traqueobronquial del cerdo en la Figura 3A
inoculado 21 dias previamente por la via intralinfoide con ADN gendémico de PCV2 clonado. Los foliculos
linfoides estan escasamente definidos, existe un agotamiento linfoide suave a moderado, y una inflamacion
granulomatosa multifocal suave (25X).

Figura 4C representa una seccion microscopica del ganglio linfatico en la Figura 4B en un aumento mayor que
se centra en el foliculo. Hay que destacar el foliculo escasamente definido con macrofagos y células gigantes
(flecha) reemplazo de linfocitos foliculares (64X).

Figura 4D ilustra la deteccién inmunohistoquimica de antigeno de PCV2 en el mismo ganglio linfatico que la
Figura 4B en macréfagos (flechas) y células gigantes (cabezas de flecha pequefias), y células de tipo
dendritico (cabezas de flecha grandes) en los foliculos (64X).

Figura 5 ilustra la construccién de un clon de ADN de PCV1-2 quimérico (PCV1/PCV2) con el genoma de PCV1
no patégeno que lleva el gen inmunogénico de la capsida de ORF2 de PCV2 patdgeno. El clon de ADN
6
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dimerizado se usa para transfeccion in vitro de células PK-15 para producir virus quimérico vivo que expresa la
proteina de ORF2 de PCV2, y experimentos animales in vivo para confirmar actividad.

Figura 6 representa la construccion y organizacion de clones de ADN moleculares infecciosa de PCV1, PCV2,
PCV1-2 quimérico y PCV2-1 quimérico reciproco. El clon de ADN de PCV2 se construye ligando dos genomas
de PCV2 lineales de longitud completa en tandem en el vector Bluescript SK (pSK) mediante los
procedimientos generales descritos anteriormente (M. Fenaux et al., 2002, supra). El clon de ADN de PCV1 se
construye ligando dos genomas de PCV1 lineales de longitud completa en tandem en el vector pSK. El clon de
ADN de PCV1-2 quimérico se construye reemplazando el gen de la capsida de ORF2 de PCV1 con el de PCV2
en la estructura central gendmica de PCV1 no patégena en el vector pSK. El clon de ADN de PCV2-1
quimérico reciproco se construye reemplazando el gen de la capsida de ORF2 de PCV2 patégeno con el del
PCV1 no patégeno en la estructura central genémica de PCV2 en el vector pSK. Ambos clones son dimeros
en el vector pSK. Las flechas representan las localizaciones relativas de los cebadores de PCR para la
deteccion de viremia de PCV1, PCV2, PCV1-2 y PCV2-1 en animales inoculados.

Figuras 7A-7J demuestran que los clones de ADN de PCV1, PCV2, PCV1-2 quimérico y PCV2-1 quimérico
reciproco son infecciosos y expresan los antigenos virales respectivos cuando se transfectan in vitro en células
PK-15. El panel izquierdo (7A, 7C, 7E, 7G y 7I) se tifie con anticuerpo monoclonal contra el ORF2 de PCV1. El
panel derecho (7B, 7D, 7F, 7H y 7J) se tifie con anticuerpo contra PCV2. Los paneles 7A y 7B son células PK-
15 transfectadas simuladas. Los paneles 7C y 7D son células PK-15 transfectadas con el clon de ADN de
PCV1. Los paneles 7E y 7F son células PK-15 transfectadas con el clon de ADN de PCV2. Los paneles 7G y
7H son células PK-15 transfectadas con el clon de ADN de PCV1-2 quimérico. Los paneles 71y 7J son células
PK-15 transfectadas con el clon de ADN de PCV2-1 quimérico reciproco.

Figura 8 representa la secuencia de ADN de longitud completa del ADN molecular de PCV2 clonado (que
corresponde a la SEC ID N°:1).

Figura 9 representa la secuencia de ADN de longitud completa del ADN de PCV1-2 quimérico clonado (que
corresponde a la SEC ID N°:2).

Figura 10 representa la secuencia de ADN del gen de la capsida de ORF2 inmunogénica del ADN de PCV1-2
quimérico clonado (que corresponde a la SEC ID N°:3).

Figura 11 representa la traduccién de aminoacidos supuestos del gen de la capsida de ORF2 inmunogénica del
ADN de PCV1-2 quimérico (que corresponde a la SEC ID N°4).

Descripcion detallada de la invenciéon

De acuerdo con la presente invencion, se describen moléculas de acido nucleico quimérico y molecular infeccioso y
de circovirus porcino (PCV), virus quiméricos vivos producidos a partir de la molécula de acido nucleico quimérico y
vacunas veterinarias para proteger cerdos de infeccién viral o sindrome de desmedro multisistémico post-destete
(PMWS) provocado por PCV2. La memoria descriptiva ademas describe productos de expresion polipeptidicos
inmunogénicos que se pueden usar como vacunas.

La nueva molécula de ADN quimérico, infeccioso no virulento de PCV (PCV1-2) comprende una molécula de acido
nucleico que codifica un PCV1 infeccioso, no patégeno que contiene un gen de marco abierto de lectura 2 (ORF2)
inmunogénico de un PCV2 patdgeno en lugar de un gen de ORF2 en el genoma de PCV1. De este modo, el clon de
ADN de PCV1-2 quimérico infeccioso contiene el gen de la capsida (ORF2) inmunogénico del ADN de PCV2
clonado en la estructura central gendomica del clon de ADN de PCV1 infeccioso, no patdégeno. El gen de la capsida
del ADN de PCV2 reemplaza el gen de ORF2 del ADN de PCV1 en la estructura genémica de PCV1 no patégena y
se describe una diversidad de permutaciones posicionales construidas mediante ingenieria genética para obtener
otros clones de ADN quiméricos no virulentos o atenuados. El clon de ADN de PCV2-1 reciproco quimérico
infeccioso entre PCV1 y PCV2 se divulga como un control para analizar el clon de PCV1-2 quimérico de la invencion
y se construye reemplazando el gen de la capsida de PCV2 con el de PCV1 en la estructura central del clon de ADN
infeccioso de PCV2 patdégeno. Ademas de ser un modelo experimental, el clon de ADN de PCV2-1 reciproco
quimérico puede encontrar uso en la preparacion de vacunas confeccionadas especialmente.

El ADN gendmico clonado de PCV2 descrito en el presente documento se muestra que es infeccioso in vitro e in vivo
cuando se transfecta en células PK-15 y se proporciona a los cerdos. El clon de ADN de PCV2 infeccioso produce
lesiones patolégicas caracteristicas de PMWS en cerdos permitiendo una caracterizacion mejorada de enfermedad
clinica y se entiende de distribuciéon de virus en las células de tejido. Este nuevo agente patdgeno reproducible
facilmente se presta el mismo al desarrollo de un programa de vacunacion adecuado para prevenir PMWS en
cerdos.

El nuevo clon de ADN de PCV1-2 quimérico es también infeccioso tanto mediante transfeccién de células PK-15 in
vitro como administracion in vivo a cerdos. En células PK-15 transfectadas, el clon de ADN de PCV1-2 quimérico
expresa el antigeno de la capsida de PCV2 (la proteina de la capsida inmunogénica de PCV2) mientras que el clon
de ADN de PCV2-1 quimérico reciproco expresa el antigeno de la capsida de PCV1, que se demuestra mediante
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ensayo de inmunofluorescencia (IFA) usando anticuerpos especificos para el antigeno de la capsida de PCV1 o
PCV2. La seroconversion a anticuerpo especifico de PCV2 se detecta en cerdos inoculados con el clon de PCV2
infeccioso asi como el clon de PCV1-2 quimérico. La deteccién de la seroconversion a anticuerpo especifico de
PCV2 establece que el clon de ADN quimérico de PCV1-2 induce el anticuerpo especifico de PCV2 en cerdos
infectados y, por consiguiente, actua para proteger cerdos inoculados de la infeccion con PCV2.

Los ejemplos de mas adelante describen la evaluacion de la inmunogenicidad y patogenicidad de los clones de ADN
quimérico en cerdos inoculados en mas detalle. Basicamente, las seroconversiones a anticuerpos contra antigeno
de ORF2 de PCV2 se detectan en cerdos inoculados con el clon de ADN de PCV2 (Grupo 3) y el clon de ADN de
PCV-12 quimérico (Grupo 4). Todos los cerdos inoculados con el clon de PCV1 y el clon de ADN de PCV2-1
quimérico reciproco (Grupos 2 y 5, respectivamente) seroconvertidos al anticuerpo de PCV1. Los virus recuperados
de cerdos seleccionados en cada grupo estan parcialmente secuenciados y confirmados que son los clones de ADN
infecciosos respectivos auténticos en la inoculacion. Las lesiones macroscépicas y microscépicas en diversos tejidos
de animales inoculados con el clon de ADN de PCV2 son significativamente mas graves que las encontradas en
cerdos inoculados con clones de ADN de PCV1, PCV1-2 quiméricos y de PCV2-1 quiméricos reciprocos.

Sorprendente y ventajosamente, el clon de ADN de PCV1-2 infeccioso que tiene el gen de la capsida inmunogénica
(ORF2) del PCV2 patégeno clonado en la estructura central genémica de PCV1 no patégena induce una respuesta
de anticuerpo especifica al antigeno de la capsida de PCV2 patégeno mientras Unicamente retiene la naturaleza no
patégena de PCV1 en cerdos. Los animales inoculados con el clon de ADN de PCV1-2 infeccioso quimérico
desarrollan una infeccién suave que se parece a la de los animales inoculados con PCV1 mientras se serocorvierten
al anticuerpo contra la proteina de la capsida de ORF2 del PCV2 patégeno. La duracion media de la viremia
observada en animales inoculados con PCV1 y PCV1-2 quimérico es mas corta, 0,625 semanas y 1 semana
respectivamente, que la de animales inoculados con PCV2 patdégeno 2,12 semanas. La carencia de viremia de
PCV1-2 quimérica detectable en algunos animales inoculados no afecta a la seroconversién a anticuerpo contra la
proteina de la capsida de ORF2 de PCV2 en los cerdos inoculados con PCV1-2 (Grupo 4). Los resultados indican
que, incluso aunque la viremia de PCV1-2 quimérica es corta o indetectable en algunos animales inoculados, el virus
de PCV1-2 quimérico es capaz de inducir respuesta de anticuerpo contra la proteina de la capsida de ORF2 de
PCV2. La facultad especial del clon de ADN infeccioso de PCV1-2 quimérico de inducir la respuesta inmune
especifica para la proteina de la capsida de ORF2 inmunogénica de PCV2 que incluso permanece no patégena para
los cerdos hace que el clon de PCV1-2 quimérico sea particularmente utii como una vacuna atenuada viva
modificada por ingenieria genética y otros tipos de vacunas.

Las moléculas de acido nucleico novedosas, purificadas y aisladas de esta invencion comprenden la secuencia de
ADN de longitud completa de la secuencia de ADN de PCV1-2 quimérica clonada establecida en la SEC ID N° :2,
mostrada en la Figura 9 y depositada en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo bajo la Designacion de Depdsito
de Patente PTA-3912; su hebra complementaria (es decir, pares de bases inversas y opuestas) o las secuencias de
nucledtidos que tienen al menos 95% de homologia con la secuencia de nucleétidos quiméricas (es decir, una parte
significativa activa del gen completo). Los procedimientos convencionales que se conocen bien en la técnica se
pueden usar para preparar las hebras complementarias o las secuencias de nucleétidos que poseen alta homologia,
por ejemplo, mediante técnicas de hibridacion de rigurosidad estandar o alta reconocida en la técnica. La molécula
de acido nucleico purificada y aislada que comprende la secuencia de ADN del gen de la capsida inmunogénica del
ADN de PCV1-2 clonado quimérico también se establece en la SEC ID N°:3 y Figura 10.

Las células adecuadas que contienen la molécula de acido nucleico quimérico Unicamente producen circovirus vivos,
infecciosos porcinos quiméricos. Los virus vivo, infecciosos quiméricos se derivan del clon de ADN transfectando las
células PK-15 mediante transfecciones in vitro e in vivo como se ilustra en el presente documento. Un ejemplo
preferente del ADN de PCV1-2 quimérico es la secuencia de nucleétidos establecida en la SEC ID N°:2 y la Figura 9.
La invencion ademas prevé que el virus quimérico se deriva de la hebra complementaria de las secuencias de
nucledtidos que tienen una alta homologia, al menos 95% de homologia, con la secuencia de nucleétidos quimérica.

También se describen en el presente documento plasmidos bioldgicamente funcionales, vectores virales y similares
que contienen las nuevas moléculas de acido nucleico recombinantes descritas en el presente documento, las
células huésped adecuadas transfectadas por los vectores que comprenden los clones de ADN quiméricos y
moleculares y los productos de expresion de polipéptidos inmunogénicos, tal como la proteina inmunogénica que
tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEC ID N°4 y la Figura 11. También se pueden producir sus
variantes biolégicamente activas. Los expertos en la técnica conocerian como modificar, sustituir, suprimir, etc.,
aminoacido (s) de la secuencia de polipéptidos y producirian variantes biolégicamente activas que retienen la misma
o sustancialmente la misma actividad que la secuencia precursora sin un esfuerzo excesivo.

Para producir los productos de polipéptido inmunogénicos como se ha descrito en el presente documento, el
procedimiento puede incluir las siguientes etapas: crecimiento, en condiciones nutritivas adecuadas, células
huésped procariéticas o eucaridticas tranfectadas con las nuevas moléculas de acidos nucleicos recombinantes
descritas en el presente documento de una manera que permite la expresion de dichos productos de polipéptidos, y
aislar los productos de polipéptidos deseados de la expresiéon de dichas moléculas de acidos nucleicos mediante
procedimientos convencionales conocidos en la técnica. Se contempla que las proteinas inmunogénicas se pueden
preparar mediante otras técnicas tales como, por ejemplo, sintesis bioquimica y similares.
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Las vacunas de los clones de ADN virales y moleculares quiméricas, y sus usos, también estan incluidos dentro del
ambito de la presente invencion. Los cerdos inoculados estan protegidos de la infeccion viral y PMWS graves
provocadas por PCV2. El uso protege a los cerdos en necesidad de proteccion contra infeccion viral o PMWS
mediante la administracion al cerdo de una cantidad inmunolégicamente eficaz de una vacuna de acuerdo con la
invencion, tal como, tal como, por ejemplo, una vacuna que comprende una cantidad inmunogénica del ADN de
PCV1-2 quimérico, el virus quimérico clonado, o un plasmido o vector viral que contiene el ADN quimérico de PCV1-
2, etc. Otros antigenos tales como PRRSV, PPV, otros agentes porcinos infecciosos y estimulantes inmunes se
pueden proporcionar simultdneamente al cerdo para proporcionar un amplio espectro de proteccién contra
infecciones virales.

Las vacunas comprenden, por ejemplo, el ADN de PCV1-2 infeccioso quimérico, el genoma de ADN quimérico de
PCV clonado en plasmidos o vectores adecuados tales como, por ejemplo, el vector pSK, un virus no virulento, virus
quimérico, un virus quimérico inactivado, efc. en combinacion con un vehiculo no tdxico, fisiolégicamente aceptable
y, opcionalmente, uno o mas adyuvantes. El ADN de PCV1-2 quimérico infeccioso, el ADN de plasmido que contiene
el genoma viral quimérico infeccioso y el virus quimérico vivo se prefieren, siendo el virus quimérico vivo el mas
preferente. La vacuna viral no virulenta, viva de la presente invencién proporciona una ventaja sobre las vacunas
virales tradicionales que usan o bien virus atenuados, vivos que corren el riesgo de volver a revertir al estado
virulento o virus enteros propagados de cultivo de células muertas que no inducen suficiente respuesta inmune de
anticuerpo para proteccion contra la enfermedad viral.

El adyuvante, que se puede administrar conjuntamente con la vacuna de la presente invencion, es una sustancia
que incrementa la respuesta inmunoldgica del cerdo a la vacuna. El adyuvante se puede administrar al mismo
tiempo y en el mismo sitio que la vacuna, o en un tiempo diferente, por ejemplo, como un refuerzo. Los adyuvantes
también se pueden administrar ventajosamente al cerdo de una manera o en un sitio diferente de la manera o sitio
en la que la vacuna se administra. Los adyuvantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, hidroxido de aluminio
(alum), complejos inmunoestimulantes (ISCOMS), polimeros o copolimeros de bloqueo no idnicos, citoquinas (como
IL-1, IL-2, IL-7, IFN-a, IFN-B, IFN-y, efc.), saponinas, monofosforil lipido A (MLA), muramil dipéptidos (MDP) y
similares. Otros adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, sulfato de aluminio y potasio, enterotoxina termolabil o
termoestable aislado de Escherichia coli, toxina colérica o su subunidad B, toxina diftérica, toxina tetanica, toxina
pertussis, adyuvante incompleto o completo de Freund, etc. Los adyuvantes basados en toxinas, tales como toxina
diftérica, toxina tetanica y toxina pertussis también se pueden inactivar antes de uso, por ejemplo, mediante
tratamiento con formaldehido.

Las vacunas pueden ademas contener antigenos adicionales para promover la actividad inmunolégica de los clones
de ADN de PCV quimérico infeccioso, tales como, por ejemplo, virus de sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRSV), parvovirus porcino (PPV), otros agentes de cerdo infecciosos y estimulantes inmunes.

Las vacunas de la presente invencion no estan restringidas a ningun tipo o procedimiento particular de preparacion.
Las vacunas virales clonadas incluyen, pero no se limitan a, vacunas de ADN infecciosas (es decir, que usan
plasmidos, vectores u otros vehiculos convencionales para inyectar directamente el ADN en los cerdos), vacunas
vivas, vacunas vivas modificadas, vacunas inactivadas, vacunas atenuadas, vacunas modificadas por ingenieria
genética, efc. Estas vacunas se preparan mediante procedimientos estandar conocidos en la técnica.

La vacuna viral viva es en general la vacuna mas deseable ya que todas las respuestas inmunes posibles estan
activadas en el receptor de la vacuna, incluyendo respuestas inmunes sistémicas, locales, humorales y mediadas
por células. Por otra parte, una vacuna muerta puede solamente inducir respuesta inmune humoral. Aunque lo mas
deseable, sin embargo, ya que las vacunas virales tienen varias desventajas, tal como el riesgo potencial de
contaminacion con los agentes virales adventicios o el riesgo de que el virus pueda revertir a virulencia en el campo.
De manera notable, el unico ADN quimérico de PCV1-2 de la presente invencion supera esas desventajas. Usando
solamente genes inmunogénicos de PCV2 patdgeno, el ADN quimérico construye un virus vivo, quimérico, que es
no patdgeno ya que provoca las respuestas inmunes completas, beneficiosas de las vacunas virales vivas contra el
virus de PCV2 patoégeno. La vacuna de virus vivo basada en el virus quimérico tendra poca oportunidad, si la tiene,
para reversion a un fenotipo patdégeno. De este modo, el nuevo virus quimérico basado en la estructura del PCV1 no
patégeno tiene una enorme ventaja sobre cualquier virus de ADN de PCV2 recombinante, cualquier vacuna de
PCV2 vivo, atenuado o cualquier otro tipo de vacuna predicada Unicamente sobre PCV2 para inmunidad contra las
infecciones por PCV2.

Aunque la vacuna viral viva es la mas preferente, otros tipos de vacunas se pueden usar para inocular cerdos con el
nuevo virus quimérico y otros antigenos descritos en el presente documento. Para preparar vacunas de virus
inactivadas, por ejemplo, la propagacion de virus a partir del clon de ADN infeccioso se hace mediante
procedimientos conocidos en la técnica o descritos en el presente documento. La inactivacion del virus en serie
después se optimiza mediante protocolos en general conocidos por los expertos en la técnica.

Las vacunas de virus inactivadas se pueden preparar mediante tratamiento del virus quimérico derivado del ADN de

PCV con agentes de inactivacion tales como formalina o disolventes hidréfobos, acidos, efc., mediante irradiacion

con luz ultravioleta o rayos X, mediante calentamiento, efc. La inactivacion se lleva a cabo de una manera entendida

en la técnica. Por ejemplo, en inactivacion quimica, una muestra de virus adecuado o muestra de suero que contiene
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el virus se trata durante un tiempo suficiente con una cantidad o concentracion suficiente de agente de inactivacion a
una temperatura suficientemente alta (o baja dependiendo del agente de inactivacién) o pH para inactivar el virus. La
inactivacion mediante calentamiento se lleva a cabo a una temperatura y durante un tiempo suficiente para inactivar
el virus. La inactivacion mediante irradiacion se lleva a cabo usando una longitud de onda de luz u otra fuente de
energia durante un tiempo suficiente para inactivar el virus. El virus se considera inactivado si es incapaz de infectar
una célula susceptible a infeccion.

La preparacion de subunidades de vacunas generalmente difiere de la preparacion de una vacuna viva modificada o
una vacuna inactivada. Antes de la preparacion de una subunidad de vacuna, deben ser identificados los
componentes de proteccion o antigenos de la vacuna. Tales componentes de proteccidon o antigenos incluyen
ciertos segmentos de aminoacido o fragmentos de las proteinas de la capsida viral que inducen una respuesta
particularmente inmune o protectora mas fuerte en cerdos: proteinas de la capsida viral Unicas o multiples de los
mismos, oligomeros del mismo, y asociaciones de orden superior de las proteinas de la capsida viral que forman
subestructuras de virus o partes identificables o unidades de tales subestructuras; oligoglicosidos, glicolipidos o
glicoproteinas presentes en o cerca de la superficie del virus o en subestructuras virales tales como las lipoproteinas
o grupos de lipidos asociados con el virus, etc. Preferentemente, una proteina de la capsida, tal como la proteina
codificada por el gen de ORF2, se emplea como el componente antigeno de la subunidad de vacunas. Otras
proteinas codificadas por el ADN infeccioso se pueden usar también. Estos componentes inmunogénicos son
facilmente identificados por procedimientos conocidos en la técnica. Una vez identificados, las partes protectoras o
antigenas del virus (es decir, la “subunidad”) son posteriormente purificadas y/o clonadas por procedimientos
conocidos en la técnica. La subunidad de vacunas proporciona una ventaja sobre otras vacunas basada en el virus
vivo desde la subunidad, tal como subunidades del virus sumamente purificadas, es menos téxica que el virus
completo.

Si la subunidad de vacunas se produce a través de técnicas de genética recombinante, expresion de la subunidad
clonada, tal como el gen de ORF2 (capsida), por ejemplo, se puede optimizar por procedimientos conocidos para
aquellos expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Maniatis et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual,” Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, MA., 1989). Si siendo empleada la subunidad representa un rasgo
estructural intacto del virus, tal como una proteina de la capsida entera, el procedimiento para su aislamiento del
virus debe ser entonces optimizado. En cualquier caso, después de la optimizacioén del protocolo de inactivacion, el
protocolo de purificacion de la subunidad puede ser optimizado antes de la fabricacion.

Para preparar vacunas atenuadas a partir de clones patégenos, el PCV2 de cultivos de tejidos adaptados, vivos,
patégenos primero se atenua (se hace no patégeno o inocuo) mediante procedimientos conocidos en la técnica,
tipicamente hechos mediante pasaje en serie mediante cultivos de células. La atenuaciéon de clones patdégenos
también se puede preparar mediante supresiones de genes o mutaciones de genes que producen virus. Después,
los virus de PCV2 atenuados se pueden usar para construir virus de PCV1-2 quiméricos que mantienen el fenotipo
no patégeno de PCV1 pero pueden variar en la longitud de los caracteres de inmunogenicidad seleccionados entre
el genoma de PCV2 mediante tecnologia recombinante.

La vacuna mas preferente emplea el clon de ADN del virus quimérico vivo que contienen los genes inmunogénicos
de PCV2 clonado en la estructura central de PCV1 no patdégeno. Ventajosamente, el virus quimérico vivo, que es por
naturaleza no virulento cuando se construye mediante ingenieria genética, no requiere procedimientos de
atenuacion que requiere mucho tiempo. El virus Unicamente sirve como un virus de replicaciéon vivo pero no
patégeno que produce proteinas inmunogénicas contra PCV2 durante la replicacion del virus, que después puede
provocar un intervalo completo de respuestas inmunes contra el PCV2 patégeno.

Como beneficio adicional, el virus quimérico vivo preferente de la presente invencién proporciona una vacuna
genéticamente estable que es mas facil de preparar, almacenar y distribuir que otros tipos de vacunas atenuadas.
Las vacunas no virulentas o atenuadas basadas en los virus quiméricos se consideran en general tan seguras como,
si no mas seguras que, las vacunas vivas tradicionalmente modificadas (J. Arroyo et al., "Molecular basis for
attenuation of neurovirulence of a yellow fever Virus/Japanese encephalitis virus chimera vaccine (ChimeriVax-JE),"
J. Virol. 75 (2): 934 - 942 (2001); F. Guirakhoo et al., "Recombinant chimeric yellow fever-dengue type 2 virus is
immunogenic and protective in nonhuman primates," J. Virol. 74 (12): 5477 - 5485 (2000); S. Tang et al., "Toward a
poliovirus-based simian immunodeficiency virus vaccine: correlation between genetic stability and immunogenicity,"
J. Virol. 71 (10): 7841 - 7850 (1997)). Por ejemplo, the ChimeriVax-JE vacuna contra virus de encefalitis Japonesa
(JEV), que es un derivado modificado por ingenieria genética de la vacuna del virus de la fiebre amarilla YFV17D en
el que los genes que codifican las proteinas prM y E estructurales de YFV17D se reemplazan con los genes
correspondientes de la cepa JEV SA14-14-2 atenuada, se ha mostrado que es genéticamente estable después de
pasajes prolongados tanto in vitro como in vivo (J. Arroyo et al., 2001, supra). Otra vacuna de virus quimérico
ChimeriVax-D2 contra virus Dengue tipo 2, que es un virus quimérico de fiebre amarilla (YF) - tipo 2 dengue
(dengue-2), también se ha encontrado que es genéticamente estable; sus secuencias se resefian que estan
inalterados después de 18 pasajes en células Vero (F. Guirakhoo ef al., 2000, supra).

Otra vacuna preferente de la presente invencién utiliza plasmidos adecuados para administrar el clon de ADN

quimérico no patégeno a cerdos. Al contrario que la vacuna tradicional que usa virus entero propagado de cultivo de

células vivas o muertas, esta invencion proporciona la inoculacién directa de cerdos con el ADN de plasmido que
10
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contiene el genoma viral quimérico infeccioso.

Las vacunas adicionales modificadas por ingenieria genética, que son deseables en la presente invencion, se
producen mediante técnicas conocidas en la técnica Tales técnicas implican, pero no se limitan a, manipulacién
adicional del ADN recombinante, modificacién de o sustituciones a las secuencias de aminoacidos de las proteinas
recombinantes y similares.

Las vacunas modificadas por ingenieria genética basadas en tecnologia de ADN recombinante se preparan, por
ejemplo, mediante identificacion de partes alternativas del gen viral que codifica las proteinas responsables para
inducir una respuesta inmune o protectora mas fuerte en cerdos (por ejemplo, proteinas derivadas de ORF3, ORF4,
etc.). Tales genes identificados o fragmentos inmuno dominantes se pueden clonar en vectores de proteina de
expresion estandar, tal como el vector de baculovirus, y usarse para infectar en células huésped apropiadas (véase,
por ejemplo, OReilly et al., "Baculovirus Expression Vectors: A Lab Manual," Freeman y CO., 1992). Las células
huésped se cultivan, expresando de esta manera las proteinas de vacuna deseadas, que se pueden purificar hasta
el grado deseado y se formulan en un producto de vacuna deseado.

Si los clones retienen cualesquiera habilidades no deseables de enfermedades causantes, también es posible
indicar con precision las secuencias de nucleétidos en el genoma viral responsable de la virulencia, y modificar por
ingenieria genética la no virulencia del virus mediante, por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio. La mutagénesis
dirigida al sitio es capaz de afadir, suprimir o cambiar uno o mas nucleétidos (véase, por ejemplo, Zoller et al., DNA
3: 479 - 488, 1984). Un oligonucledtido se sintetiza conteniendo la mutaciéon deseada e hibridada a una parte de
ADN viral de una sola hebra. La molécula hibrida, que se produce a partir de ese procedimiento, se emplea para
transformar bacterias. Después el ADN de doble cadena, que se aisla conteniendo la mutacién apropiada, se usa
para producir ADN de longitud completa mediante ligaciéon a un fragmento de restriccion del ultimo que se transfecta
posteriormente en un cultivo de células adecuado. La ligacion del genoma en el vector adecuado para transferencia
se puede llevar a cabo mediante cualquier técnica estandar conocida por los expertos en la técnica. La transfeccion
del vector en células huésped para la produccién de progenie viral se puede hacer usando cualquiera de los
procedimientos convencionales tales como transfecciéon mediada por fosfato de calcio o DEAE-dextrano,
electroporacion, fusion de protoplastos y otras técnicas bien conocidas (por ejemplo, Sambrook et al., "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). El virus clonado después muestra la
mutacion deseada. De manera alternativa, se pueden sintetizar dos oligonucleétidos que contienen la mutacion
apropiada. Estos se pueden hibridar para formar ADN de doble cadena que se pueden insertar en un ADN viral
para producir ADN de longitud completa.

Las proteinas modificadas por ingenieria genética, utiles en vacunas, por ejemplo, se pueden expresar en células de
insecto, células de levadura o células de mamifero. Las proteinas modificadas por ingenieria genética, que se
pueden purificar o aislar mediante procedimientos convencionales, se pueden inocular directamente en cerdos para
conferir proteccion contra infeccion viral o sindrome de desmedro multisistémico post- destete (PMWS) provocado
por PCV2.

Una linea celular de insectos (como HI-FIVE) se puede transformar con un vector de transferencia que contenga las
moléculas de acido nucleico obtenidas a partir del virus o copiadas a partir del genoma viral que codifica una o mas
de las proteinas inmuno- dominantes del virus. El vector de transferencia incluye, por ejemplo, ADN de baculovirus
linealizado y un plasmido que contiene los polinucledtidos deseados. La linea de células huésped se puede
cotransfectar con el ADN de baculovirus linealizado y un plasmido con el fin de preparar un baculovirus
recombinante.

De manera alternativa, el ADN de un cerdo que sufre PMWS, que codifica una o mas proteinas de la capsida, el clon
de ADN de PCV2 molecular infeccioso o el genoma de ADN quimérico de PCV se pueden insertar en vectores vivos,
tal como un poxvirus o un adenovirus y usarse como una vacuna.

Una cantidad inmunoldgicamente eficaz de las vacunas de la presente invencidon se administra a un cerdo en
necesidad de proteccion contra infeccion viral o PMWS. La cantidad inmunolégicamente eficaz o la cantidad
inmunogénica que inocula el cerdo se puede determinar facilmente o valorar prontamente mediante ensayo de
rutina. Una cantidad eficaz es una en la que una respuesta inmunolégica suficiente para la vacuna se alcanza para
proteger el cerdo expuesto al virus que provoca PMWS. Preferentemente, el cerdo se protege hasta un grado en el
que uno a todos de los sintomas o efectos fisioldgicos adversos de la enfermedad viral se reducen, mejoran de
manera significativa o se evitan totalmente.

La vacuna se puede administrar en una sola dosis o0 en dosis repetidas. Las dosificaciones pueden variar, por
ejemplo, entre 1 y 1.000 microgramos del ADN de plasmido que contiene el genoma de ADN quimérico infeccioso
(dependiendo de la concentracion del componente inmunoactivo de la vacuna), pero no debe contener una cantidad
de antigeno basado en virus que dé como resultado una reaccion adversa o sintomas fisioldgicos de infeccion viral.
Se conocen en la técnica procedimientos para determinar o valorar las dosificaciones adecuadas de agente activo
antigénico basadas en el peso del cerdo, concentracion del antigeno y otros factores tipicos. Preferentemente, el
clon de ADN viral quimérico infeccioso se usa como una vacuna, 0 un virus quimérico infeccioso vivo se puede
generar in vitro y después el virus quimérico vivo se usa como una vacuna. En ese caso, 100 a 200 microgramos del
11
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ADN de PCV quimérico clonado o aproximadamente 10.000 de 50% de dosis infectiva de cultivo de tejidos (TCIDsg)
del virus quimérico vivo que se puede proporcionar a un cerdo.

Deseablemente, la vacuna se administra a un cerdo no expuesto todavia al virus de PCV. La vacuna que contiene el
clon de ADN quimérico de PCV1-2 infeccioso u otras de sus formas antigénicas se pueden de manera conveniente
administrar por via intranasal, transdérmica (es decir, aplicada a o en la superficie de la piel para absorcion
sistémica), parenteral, efc. La via de administracién parenteral incluye, pero no se limita a, las vias intramuscular,
intravenosa, intraperitoneal, intradérmica (es decir, inyectada o de otra manera colocada bajo la piel) y similares. Ya
que las vias intramuscular e intradérmica de inoculacién han sido exitosas en otros estudios usando clones de ADN
virales infecciosos (E. E. Sparger et al., "Infection of cats by injection with DNA of feline immunodeficiency virus
molecular clone," Virology 238: 157 - 160 (1997); L. Willems et al., "In vivo transfection of bovine leukemia provirus
into sheep," Virology 189: 775 - 777 (1992)), estas vias son las mas preferentes, ademas de la via intranasal de
administracién. Aunque menos conveniente, también se contempla que la vacuna se proporciona al cerdo a través
de la via intralinfoide de inoculaciéon. Un procedimiento Unico altamente preferente de administracion implica
directamente la inyeccion del ADN de plasmido que contiene la quimera de PCV1-2 en el cerdo por via
intramuscular, intradérmica, intralinfoide, etc.

Cuando se administra en forma de liquido, la presente vacuna se puede preparar en la forma de una solucion
acuosa, jarabe, un elixir, una tintura y similares. Tales formulaciones son conocidas en la técnica y tipicamente se
preparan mediante disolucion del antigeno y otros aditivos tipicos en los sistemas de vehiculo o disolvente
apropiados. Los vehiculos o disolventes apropiados incluyen, pero no se limitan a, agua, solucién salina, etanal,
etilen glicol, glicerol, efc. Los aditivos tipicos son, por ejemplo, tintes certificados, aromas, edulcorantes y
conservantes antimicrobianos tal como timerosal (etilmercuritiosalicilato de sodio). Tales soluciones pueden estar
estabilizadas, por ejemplo, mediante adicion de gelatina parcialmente hidrolizada, sorbitol o medio de cultivo de
células, y pueden estar tamponadas mediante procedimientos convencionales usando reactivos conocidos en la
técnica, tales como fosfato acido de sodio, fosfato diacido de sodio, fosfato acido de potasio, fosfato diacido de
sodio, una de sus mezclas, y similares.

Las formulaciones liquidas también pueden incluir suspensiones y emulsiones que contienen agentes de suspension
y emulsiéon y en combinacion con otros co-formulantes. Estos tipos de formulaciones liquidas se pueden preparar
mediante procedimientos convencionales. Las suspensiones, por ejemplo, se pueden preparar usando un molino
coloidal. Las emulsiones, por ejemplo, se pueden preparar usando un homogeneizador.

Las formulaciones parenterales, disefiadas para inyeccion en sistemas de fluidos corporales, requieren isotonicidad
apropiada y tamponacién de pH con los niveles correspondientes de fluidos corporales porcinos. La isotonicidad se
puede ajustar de manera apropiada con cloruro de sodio y ofras sales segun sea necesario. Los disolventes
adecuados, tales como etanol o propilen glicol, se pueden usar para incrementar la solubilidad de los ingredientes en
la formulacién y la estabilidad de la preparacion liquida. Los aditivos adicionales que se pueden emplear en la
vacuna presente incluyen, pero no se limitan a, dextrosa, antioxidantes convencionales y agentes quelantes
convencionales tales como acido etilen diamino tetra acético (EDTA). Las formas de dosificacion parenteral también
se pueden esterilizar antes del uso.

Un procedimiento de preparacion de una molécula de acido nucleico quimérico de PCV1-2 infeccioso no patégeno
comprende la eliminacién de un gen del marco abierto de lectura 2 (ORF2) de una molécula de acido nucleico que
codifica un PCV1 infeccioso no patégeno, reemplazando la misma posiciéon con un gen de ORF inmunogénico de
molécula de acido nucleico que codifica un PCV2 infeccioso patdgeno, y recuperacion de la molécula de acido
nucleico quimérico. La molécula de acido nucleico es tipicamente ADN. De este modo, el procedimiento reemplaza
el gen de ORF2 del ADN de PCV1 no patdgeno con el gen de la capsida de ORF2 inmunogénico del ADN molecular
patégeno de PCV2 descrito en el presente documento. Se contempla que otras posiciones de ORF o sus fragmentos
inmunogénicos se pueden intercambiar entre el ADN de PCV1 y PCV2 para construir los clones de ADN quimérico
infeccioso de acuerdo con los procedimientos descritos en el presente documento.

La molécula de acido nucleico recombinante se usa después para construir el virus quimérico vivo, infeccioso, de
replicacion de la presente invenciéon que ventajosamente retiene la naturaleza no patégena de PCV1, incluso
expresa la proteina de ORF2 inmunogénica del PCV2 patégeno y provoca una completa respuesta inmune contra el
PCV2 patdgeno. Deseablemente, el clon de ADN de PCV1-2 sirve como una vacuna no virulenta modificada por
ingenieria genética, viva, contra la infeccion con PCV2 y PMWS en cerdos.

Un clon de ADN de PCV2 infeccioso se construye, como se describe en el presente documento, de manera que una
reserva de virus infeccioso biolégicamente pura y homogénea se pueda generar para estudios de patogénesis y el
desarrollo de vacunas no patégenas quiméricas. El curso de la enfermedad clinica, distribucion de virus y lesiones
patoldgicas asociadas a infeccion por PCV2 estan caracterizadas definitivamente por el uso de este clon de ADN
molecular y una reserva de virus PCV2 infeccioso biolégicamente pura y homogénea derivada del clon de ADN
molecular que se han observado en el pasado, que se presta él mismo al desarrollo de los productos de vacuna
deseados de la presente invencion.

El clon molecular de PCV2 se genera ligando dos copias del genoma de PCV2 completo en tandem en el vector
12
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pSK. En brusco contraste con el genoma de Unica copia divulgada en la técnica, el clon de PCV2 de ADN infeccioso
hecho mediante los procedimientos descritos en el presente documento contiene dos copias completas de genoma
de PCV2 ligadas completamente en repeticion en tandem. Ligando dos copias de genoma en tandem proporciona
un genoma similar circular que imita al genoma circular usual circular de PCV2. La ventaja de tener dos copias del
genoma en tandem en el clon de PCV2 de ADN infeccioso es ser capaz de maximizar la replicacion cuando el clon
de ADN infeccioso se transfecta in vitro e in vivo. De este modo, el clon funciona mas eficientemente y eficazmente
que el genoma de una sola copia anterior.

La infeccién de animales con el clon viral molecular es extremadamente util para estudiar los determinantes
genéticos de replicacion viral y virulencia en el huésped. El circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) se ha incriminado
como el agente causante del sindrome de desmedro multisistémico post-destete (PMWS). PMWS es un sindrome de
enfermedad complejo en cerdo y multiples factores estan implicados en la presentacion clinica de PMWS. Sin
embargo, la dificultad en producir una forma de PCV2 biolégicamente pura debido a la presencia de otros agentes
porcinos comunes en los homogenatos de tejidos de cerdos enfermos ha impedido una caracterizacion definitiva de
la enfermedad clinica y lesiones patolégicas solamente atribuibles a infeccién por PCV2. Esta es la primera vez que
un clon de ADN molecular infeccioso de PCV2 se ha construido y usado para caracterizar la enfermedad y lesiones
patolégicas asociadas a infeccion por PCV2 mediante transfeccion directa in vivo de cerdos con el clon molecular.

La reserva de virus vivo homogénea de PCV2 derivado del clon molecular se muestra que es infecciosa in vitro
cuando se transfecta en células PK-15. El ADN gendmico de PCV2 clonado es también infeccioso cuando se inyecta
directamente en los higados y ganglios linfaticos iliacos superficiales de cerdos sin patégenos especificos (SPF). Los
animales inyectados con el ADN de plasmido de PCV2 desarrollan una infeccién y enfermedad que se parecen a las
inducidas por inoculaciéon intranasal con una reserva de virus vivo homogénea de PCV2 infeccioso. La
seroconversion a anticuerpo especifico de PCV2 se detecta en la mayoria de cerdos de los grupos inoculados a los
35 dias después de la inoculacion (DPI).

La aparicion y duracion de viremia en cerdos inoculados con el clon de ADN de PCV1-2 quimérico son similares a
las de los cerdos inoculados con el clon de ADN de PCV1 no patdgeno, mientras que la viremia en cerdos
inoculados con el clon de PCV2 aparece antes y dura mas tiempo. Comenzando el 14 DPl y durando
aproximadamente 2 - 4 semanas, la viremia se detecta en la mayoria de los animales inoculados con PCV2. De
manera similar, la mayoria de los cerdos inoculados a los que se les practicé necropsia el 35 DPI se seroconvirtieron
a anticuerpos PCV2. El antigeno de PCV2 se detecta en diversos tejidos y érganos en cerdos inoculados. Las
lesiones macroscopicas se limitan a los pulmones y ganglios linfaticos, y se caracterizan por ganglios linfaticos
sistematicamente coloreados de color castafio agrandados, los pulmones que no se pliegan, y focos que estan
coloreados con multiples focos de color castafio suave de consolidacion. Las lesiones macroscépicas que afectan a
los ganglios linfaticos en tanto los cerdos inoculados con PCV1 no patégeno como el PCV1-2 quimérico son suaves
y se limitan a solamente unos pocos animales, mientras que los cerdos inoculados con PCV2 todos tienen
inflamacion moderada a grave y decoloraciéon de tejidos linfoides (Tabla 9, mas adelante). El analisis estadistico
revela que las puntuaciones de las lesiones macroscopicas en los ganglios linfaticos de los animales inoculados con
PCV1-2 quimérico son similares a las de en cerdos inoculados con PCV1 no patégeno. En 21 DPI, cerdos
inoculados con PCV2 tienen lesiones macroscopicas que son estadisticamente mas graves que las de los cerdos
inoculados con PCV1 y el PCV1-2 quimérico. Las lesiones histopatolégicas y antigeno especifico de PCV2 se
detectan en numerosos tejidos y érganos que incluyen, pulmon, corazon, rifidn, tonsila, ganglios linfaticos, bazo, ileo
e higado de los cerdos inoculados (infectados). Las lesiones histopatolégicas en tejidos multiples y 6rganos similares
a los de PMWS se reproducen con el clon de ADN de PCV2 molecular asi como con el virus infeccioso preparado in
vitro a partir de del clon de ADN molecular. Microscépicamente, en tanto 21 como 49 DPI, animales inoculados con
PCV1-2 quimérico tienen estadisticamente menos lesiones microscépicas que los animales inoculados con PCV2.
Las puntuaciones de lesiones microscopicas en ganglios linfaticos de los cerdos inoculados con PCV1-2 quimérico
son similares a las del PCV1 no patdgeno, el PCV2-1 quimérico reciproco y los animales control no inoculados. Las
lesiones moderadas a graves microscopicas se encuentran en multiples tejidos de animales inoculados con PCV2
patégeno incluyendo pulmoén, higado, linfoide, bazo, cerebro, corazén, rifién y tejido de tonsila. Sin embargo, en
animales inoculados con PCV1-2 quimérico, las lesiones microscopicas suaves a moderadas se limitan solamente a
higado, ganglios linfaticos y tejidos de rifidn (véase la Tabla 10, mas adelante).

No existen signos clinicos notables de PMWS en el control o cualquiera de los cerdos inoculados. Aunque los
sintomas clinicos caracteristicos de PMWS no se observan en el ADN de plasmido de PCV2 clonado (el clon de
ADN de PCV2 infeccioso) o con una reserva biolégicamente pura de virus PCV2 infeccioso, PCV2 es claramente
responsable de las lesiones histopatoldgicas de tipo PMWS reproducidos en los ejemplos ilustrativos mas adelante.
En general se cree que PCV2 es el principal pero no el Unico agente patégeno responsable de la aparicion de
PMWS clinico.

Esta memoria descriptiva permite una caracterizacion mas definitiva del curso clinico y lesiones patologicas

exclusivamente atribuibles a infeccion por PCV2. Los datos actuales en los ejemplos ilustrativos mas adelante

indican que el ADN gendémico facilmente reproducido, clonado de PCV2 esta disponible para reemplazar el virus

infeccioso para los estudios de patogénesis e inmunizacion de PCV2. Mientras que PCV2 se muestra como esencial

para el desarrollo de PMWS, otros factores o agentes tales como PRRSV, PPV, efc. Se pueden requerir para inducir
13
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el espectro completo de signos clinicos y lesiones asociadas a los casos avanzados de PMWS. Sin embargo, con el
conocimiento de que PCV2 es un factor clave, el clon viral novedoso infeccioso, de replicacion de la presente
invencion se puede después modificar o modificar por ingenieria genética para lograr el efecto inmunogénico 6ptimo
deseado mediante los procedimientos conocidos por los expertos en la técnica en inmunologia y genética molecular.

La disponibilidad del clon de ADN infeccioso de PCV2 descrita en el presente documento hace posible desarrollar la
vacuna atenuada modificada por ingenieria genética para prevenir la infeccion por PCV2 y PMWS en cerdos. Se
sabe que PCV2 se replica en los ganglios linfaticos, pulmones e higado durante la infeccién natural, y uno de los
principales efectos patdégenos es la alteracion del sistema inmune mediante degradacion de las estructuras linfoides
(S. Krakowka et al., 2001, supra; G. M. Allan y J. A. Ellis, 2000, supra; S. Kennedy et al., 2000, supra; G. J.
Wellenberg et al., 2000, supra; G. M. Allan et al., "Experimental reproduction of severe wasting disease by co-
infection of pigs with porcine circovirus and porcine parvovirus," J. Comp. Pathol. 121: 1 - 11 (1999); J. Ellis et al.,
"Reproduction of lesions of postweaning multisystemic wasting syndrome in gnotobiotic piglets," J. Vet. Diagn. Invest.
11: 3 - 14 (1999); J. C. Harding y E.G. Clark, 1997, supra). Mediante el uso de este clon de ADN molecular
infeccioso de PCV2, la enfermedad clinica, lesiones patoldgicas y distribucion de virus exclusivamente atribuibles a
infeccion por PCV2 estan mas caracterizadas definitivamente.

Las relaciones estructurales y funcionales de los genes de PCV se entienden mejor debido a la disponibilidad de los
clones de ADN infeccioso de PCV2, PCV1, PCV1-2 quimérico, y PCV2-1 quimérico descritos en el presente
documento. Will et al., "Cloned HBV DNA causes hepatitis in chimpanzees," Nature 299: 740 - 742 (1982), primero
demostraron la factibilidad de usar un virus ADN de virus de hepatitis B clonado para infectar chimpancés mediante
inyeccion directa in vivo. Este planteamiento se ha usado desde entonces para estudiar la replicacién viral y la
patogénesis de varios otros virus (T. W. Dubensky et al., "Direct transfection of viral and plasmid DNA into the liver or
spleen of mice," Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 7529 - 7533 (1984); R Girones et al., "Complete nucleotide sequence
of a molecular clone of woodchuck hepatitis virus that is infectious in the natural host," Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
1846 - 1849 (1989); N. L. Letvin et al., "Risks of handling HIV," Nature 349: 573 35 (1991); C. Seeger €t al., "The
cloned genome of ground squirrel hepatitis virus is infectious in the animal. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 81: 5849 -
5852 (1984); E. E. Sparger et al., "Infection of cats by injection with DNA of feline immunodeficiency virus molecular
clone," Virology 238: 157 - 160 (1997); R Sprengel et al., "Homologous recombination between hepadnaviral
genomes following in vivo DNA transfection: implications for studies of viral infectivity," Virology 159: 454 - 456
(1987); H. Will et al., 1982, supra; L. Willems et al., "In vivo transfection of bovine leukemia provirus into sheep,"
Virology 189: 775 - 777 (1992)).

La construccion de un clon de ADN molecular de PCV2 infeccioso, y la demostracion de la infeccidon por inyeccion
directa de ADN de plasmido de PCV2 en el higado y ganglios linfaticos de cerdos son ventajosas para estudios de
PCV2. Este sistema de transfeccion in vivo potenciara el estudio de la relacién estructural y funcional de los genes
de PCV2 usando plasmidos recombinantes construidos in vitro para ensayar diferentes regiones o genes de PCV2
para sus papeles en la replicacion y patogénesis del virus en el huésped. La replicacion y patogénesis de PCV2 se
puede estudiar in vivo sin tener que producir reservas de virus infecciosos mediante propagacion de PCV2 en
cultivos de células. Esto es ventajoso ya que los pases de cultivo de células en serie se pueden seleccionar para
variantes virales. Otra ventaja de uso de ADN gendémico de PCV2, en lugar de virus vivo, para estudios animales es
relativamente facil para la cuantificacién de la dosis de inoculacién. La cantidad del ADN de PCV2 clonado usado
para inoculaciéon animal se puede determinar facilmente mediante un espectrofotémetro, mientras que la dosis de
virus de PCV2 vivo requiere la titulacion de la infectividad en cultivos de células y confirmacion de infeccion por IFA.
La inyeccion directa de animales con ADN de plasmido de PCV2 clonado elimina los problemas asociados a la
presencia de otros agentes porcinos indigenas en indculos de homogenatos de tejido en estudios animales.

En la presente invencion, el gen de la capsida de ORF2 inmunogénico se desvia entre el PCV2 patdégeno y el PCV1
no patégeno para producir la Unica estructura del clon de ADN infeccioso de PCV1-2 quimérico infeccioso.
Sorprendentemente y ventajosamente, el clon infeccioso de PCV1-2 quimérico replicado, expresé el antigeno de la
capsida de ORF2 inmunogénico in vitro e in vivo, e indujo una respuesta de anticuerpo especifica contra ORF2 de
PCV2 pero mantuvo la naturaleza no patdégena de PCV1. El clon de ADN infeccioso de PCV1-2 quimérico tiene la
capacidad de inducir una fuerte respuesta inmune contra PCV2 mientras que induce solamente una infeccion
limitada con lesiones patoldgicas suaves similares a la del PCV1 no patégeno. Para el desarrollo de vacuna, el
almacenaje y estabilidad relativamente facil de ADN clonado, y la economia de ADN de plasmido de PCV2
recombinante a gran escala y produccion del clon de ADN de PCV1-2 quimérico proporciona un medio atractivo de
distribucion de una vacuna de ADN viral viva, infecciosa o vacunas virales modificadas por ingenieria genética,
atenuadas a cerdos. Por lo tanto, el clon de ADN de PCV1-2 infeccioso quimérico ensefiado en esta invencion es un
candidato de vacuna util contra infeccion con PCV2 y PMWS.

Debe apreciarse que todos los términos cientificos y tecnoldgicos usados en el presente documento tienen el mismo
significado que el entendido comdnmente por los expertos en la técnica. Para los propdsitos de esta invencion, el
término "infeccioso" significa que el virus se replica en cerdos, independientemente de si o no el virus provoca
cualesquiera enfermedades. "SPF" se refiere a cerdos sin patdgenos especificos. Los cerdos "gnotobidticos" quieren
decir cerdos sin gérmenes. Los términos "ADN de plasmido de PCV2," "ADN gendmico de PCV2 "y "ADN de PCV2
molecular" se usan indistintamente para referirse a la misma secuencia de nucleétidos clonada.
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El clon de ADN quimérico de PCV1/PCV2 (designacién de cepa "quimera de PCV1-2 "), clon de ADN molecular de
PCV2 infeccioso (designacion de cepa "clon de PCV2") y la reserva de PCV2 biolégicamente pura y homogénea
derivada de una muestra lowa de PCV2 que se ha aislado de un cerdo con PMWS grave e identificado como
numero de aislamiento 40895 (designacion de cepa "PCV2 n°® 40895") se depositan en las condiciones asignadas
por mandato por 37 C.F.R. § 1.808 y mantenidas siguiendo el Tratado de Budapest en la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC), 10801 Universidad Boulevard, Manassas, Virginia 20110 - 2209, Estados Unidos. Las
secuencias de ADN descritas en el presente documento estan contenidas dentro de los plasmidos de 6.490 pares de
bases clonados en el vector pBluescript SK(+) (pSK) (Stratagene Inc., La Jolla, CA) y transformado en células
competentes de Escherichia coli DH5a. Los plasmidos que contienen el clon de ADN de PCV1-2 quimérico
infeccioso (identificado como "clon de ADN infeccioso de circovirus porcino quimeérico Tipo 1 (PCV1) y Tipo 2 (PCV2)
") y el clon de ADN molecular infeccioso de PCV2 (identificado como "clon de ADN infeccioso de circovirus porcino
Tipo 2 (PCV2)") se han depositado en la ATCC el 7 de diciembre de 2001 y se han asignado Designacion de
Deposito de Patente de ATCC PTA-3912 y PTA-3913, respectivamente. Se debe apreciar que otros plasmidos se
pueden construir facilmente usando la mutagénesis dirigida al sitio y las técnicas descritas en el presente
documento. La muestra de PCV2 bioldgicamente pura y homogénea de nimero de aislamiento 40895 (identificada
como "circovirus porcino de Tipo 2 (PCV2)") también se ha depositado en la ATCC el 7 de diciembre de 2001 y se
ha asignado Designacion de Depdsito de Patente ATCC PTA-3914. La secuencia gendmica de (nucleotidos) del
numero de aislamiento de PCV2 40895 se ha depositado con la base de datos de Genbank y esta disponible
publicamente desde el 23 de julio de 2000 con el numero de acceso AF264042.

Los siguientes ejemplos demuestran ciertos aspectos de la presente invencion. Sin embargo, se debe entender que
estos ejemplos son para ilustracion solamente y no tienen la intencion de ser definitivos completamente segun las
condiciones y ambito de esta invencion. Se debe apreciar que cuando las condiciones de reaccion tipicas (por
ejemplo, temperatura, tiempos de reaccion, etc.) se han proporcionado, tanto las condiciones anteriores como mas
adelante los intervalos especificados también se pueden usar aunque en general de manera menos conveniente.
Los ejemplos se llevan a cabo a temperatura ambiente (aproximadamente 23° aproximadamente 28°C) y a presion
atmosférica. Todas las partes y los porcentajes mencionados en el presente documento estan en base de peso y
todas las temperaturas se expresan en grados centigrados salvo que se especifique de otra manera.

Un entendimiento adicional de la invencion se puede obtener a partir de los ejemplos no limitantes que siguen a
continuacion:

Ejemplo 1
Generacion de una linea de células PK-15 sin contaminaciéon de PCV1

La fuente del aislamiento de PCV2 era a partir de una muestra de tejido de bazo de un cerdo con PMWS de origen
natural (nimero de identificacion de serie PCV2 40895, denominado "aislamiento 40895") (M. Fenaux et al., 2000,
supra). Tinciéon inmunohistoquimica (IHC) con anticuerpo especifico de PCV2 confirmé la presencia de antigeno de
PCV2 en el tejido. Los tejidos de bazo se almacenaron a -80°C hasta su uso.

La linea de células PK-15 comprada en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (nimero de acceso de ATCC CCL-
33) se infectd6 de manera permanente con PCV1 (G. C. Dulac y A. Afshar, 1989, supra). Ya que solamente una
subpoblacién de células PK-15 estaba infectada de manera persistente (id.), se generé una linea de células PK-15
que esta libre de contaminacion por PCV1 mediante dilucion de punto final. El protocolo procedié como sigue:
células PK-15 se desarrollaron en MEM con sales de Earle y L- glutamina (Life Technologies, Inc., Grand Island, NY)
suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS) y 1X antibidtico (Life Technologies, Inc.). Se triptinizaron
monocapas de células confluentes, y después las células se contaron y se diluyeron en serie hasta un punto final
con una célula por 0,2 ml. La dilucién de punto final se sembré en placas de 96 pocillos y se dejo crecer en una
monocapa partiendo de una Unica célula. Las células de cada pocillo se ensayaron para determinar ADN de PCV1
usando un ensayo de PCR- RFLP capaz de detectar y diferenciar PCV1 y PCV2 (M. Fenaux et al., 2000, supra).
Células PK-15 que después se probé que eran negativas para PCV1 mediante el ensayo de PCR-RFLP se
expandieron posteriormente. La linea de células PK-15 sin PCV1 se subcultivd con cinco pases adicionales y se
encontré que era negativa para el ADN de PCV1 mediante PCR en cada pasaje.

Cuatro lineas celulares que eran negativas para contaminacion por PCV1 se produjeron mediante diluciéon hasta el
punto final de las células PK-15 de ATCC. Las lineas de células permanecieron negativas para PCV1 mediante PCR
después de cinco pases adicionales. Una de las lineas celulares se expandié posteriormente y se mostré que era
capaz de soportar la replicacion de PCV2 cuando las células se transfectaron con clon de ADN de PCV2 molecular
(Fig. 2) y se infectaron con virus de PCV2. Las células clonadas se usaron adicionalmente para la transfeccion in
vitro de clon de ADN de PCV2 molecular para generar una reserva de virus infeccioso de PCV2 biolégicamente pura
para el experimento de inoculacién animal.

Ejemplo 2
Construccion del clon de ADN infeccioso de PCV2
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Para construir un clon de ADN molecular de PCV2, se disefid un par de cebadores de PCR de acuerdo con la
secuencia publicada del aislamiento 40895 de PCV2 (M. Fenaux et al., 2000, supra): cebador directo F-PCVSAC2
(5'- GAACCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGT-3"), establecido en la SEC ID N°5, y cebador inverso R-
PCVSAC2 (5-GCACCGCGGAAATTTCTGACAAACGTIACA-3'), establecido en la SEC ID N°6. Este par de
cebadores amplifica el genoma completo de PCV2 con una regién de superposicion que contiene en unico sitio de
enzima de restriccion Sacll (Fig. 1). ADN usando el minikit QlAamp ADN (Qiagen, Inc., Valencia, CA) de una muestra
de tejido de bazo de un cerdo con PMWS de origen natural (aislamiento 40895) (M. Fenaux et al., 2000, supra). El
ADN se amplificé mediante PCR con AmpliTaq Gold polimerasa (Perkin-Elmer, Norwalk, CT). La reaccién de PCR
constaba de una etapa de activacion de enzima inicial a 95°C durante 9 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridacion a 48°C durante 1 min, extension a 72°C durante 3 min, y una
extension final a 72°C durante 7 min. El producto de PCR de tamafio esperado se separé mediante electroforesis en
gel y se purificé con el procedimiento de polvo de cristal con un Kit Geneclean Kit (Bio 101, Inc., La Jolla, CA).

Para construir un clon de ADN molecular que contiene un dimero tdndem de genoma de PCV2, el producto de PCR
que contiene el genoma completo de PCV2 se ligé primero en el vector de plasmido advanTAge (Clontech, Palo
Alto, CA). Se transformaron células competentes de E. coli DH5a. Los plasmidos recombinantes se verificaron
mediante digestién con enzima de restriccion. EIl ADN gendémico de PCV2 de longitud completa se escindié del
vector advanTAge mediante digestion con la enzima de restriccion Sacll. EI ADN gendémico de PCV2 digerido se ligd
con ADN ligasa de T4 a 37°C durante solamente 10 min, que favorece la produccién de dimeros en tdndem. Los
dimeros en tdndem se clonaron posteriormente en el vector pBluescript SK(+) (pSK) (Stratagene Inc., La Jolla, CA)
(Fig. 1). Los plasmidos recombinantes que contienen dimeros en tandem del genoma de PCV2 (denominado en el
presente documento clon de ADN molecular de PCV2) se confirmaron mediante digestién con enzima de restriccion
de PCR, y secuenciacion de ADN. La concentracion de ADN de los plasmidos recombinantes se determind
espectrofotométricamente.

De manera especifica, el genoma completo de PCV2 (aislamiento 40895) se amplificd mediante PCR para construir
el clon de ADN molecular de PCV2 infeccioso. Dos copias del genoma de PCV2 completo se ligaron en tandem en
el vector pSK para producir el clon de ADN molecular de PCV2 (Fig. 1). La infectividad del clon de ADN molecular de
PCV2 se determindé mediante transfeccion in vitro de las células PK-15. IFA con anticuerpo especifico de PCV2
confirmo que el clon de ADN molecular es infeccioso in vitro y que aproximadamente 10 - 15% de las células PK-15
se transfectaron. El antigeno especifico de PCV2 se visualizd6 mediante IFA en el nacleo, y hasta un menor grado,
citoplasma de las células transfectadas (Fig. 2). Las células transfectadas de manera simulada con el vector pSK
vacio permanecieron negativas para antigeno de PCV2.

Ejemplo 3

Transfeccion In Vitro con el Clon de ADN Molecular de PCV2 y Generacion de una Reserva de Virus
Infeccioso de PCV2 Biolégicamente Pura y Homogénea

Para ensayar la infectividad del clon de ADN molecular in vitro, células PK-15 sin contaminacion de PCV1 se
desarrollaron en portaobjetos de camara LabTek de 8 pocillos. Cuando las células PK-15 alcanzaron
aproximadamente el 85% de confluencia, las células se transfectaron con el clon de ADN molecular usando
reactivos Lipofectamine Plus de acuerdo con el protocolo suministrado por el fabricante (Life Technologies, Inc). Las
células transfectadas de manera simulada con vector pSK vacio se incluyeron como controles. Tres dias después de
la transfeccion, las células se fijaron con una solucidon que contenia 80% de acetona y 20% de metanol a 4° C
durante 20 min., y se realiz6é un ensayo de inmunofluorescencia usando un antisuero policlonal de conejo especifico
de PCV2 para determinar la infectividad in vitro del clon de ADN molecular (véase mas adelante).

Para generar una de virus infeccioso biolégicamente pura y homogénea de PCV2 para el experimento de
inoculacion animal, células PK-15 sin contaminacion de PCV1 se cultivaron en matraces de cultivo T-25 y se
transfectaron con clon de ADN molecular de PCV2. Células PK-15 se desarrollaron hasta un 85% de confluencia en
matraces T-25. Las células se lavaron una vez con tampon PBS estéril antes de transfeccion. Para cada reaccion de
transfeccion en un matraz T-25, 12 ug del ADN de plasmido de PCV2 se mezclaron con 16 pl de Reactivo Plus en
0,35 mi de medio MEM. Un matraz de células transfectadas de manera simulada con el vector pSK vacio se incluyo
como control negativo. Después de incubacién a temperatura ambiente durante 15 min., se afadieron 50 pl de
Reactivo Lipofectamine diluido en 0,35 ml de medio MEM a la mezcla y se incubaron a temperatura ambiente
durante otros 15 min. La mezcla de transfeccion después se afiadioé a un matraz T-25 de células PK-15 que contenia
2,5 ml de MEM reciente. Después de incubacion a 37° C durante 3 horas, el medio se reemplazé con medio MEM
reciente que contenia 2 % de FBS y 1 X antibioticos. Las células transfectadas se recogieron a los 3 dias después
de la transfeccion y se almacenaron a - 80° C hasta uso. La titulacion infecciosa de reserva de virus se determind
mediante IFA (véase mas adelante).

Basicamente, reserva de virus infeccioso biolégicamente pura y homogénea de PCV2 se gener6 mediante

transfeccion de células PK15 con el clon de ADN molecular de PCV2. Los viriones PCV2 producidos mediante

transfeccion in vitro eran infecciosos ya que los lisados de células transfectadas se usaron exitosamente para

infectar las células PK-15. De este modo, el clon de ADN molecular de PCV2 es capaz de producir viriones de PCV2

infeccioso cuando se transfectan in vitro. La titulacion infecciosa de la reserva de virus de PCV2 homogénea
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preparada a partir de células transfectadas se determiné que era 1 x 10*® TCIDso/ml. Esta reserva de virus se uso
para inocular cerdos en el Grupo 2. Los lisados de las células transfectadas de manera simulada con el vector pSK
vacio eran incapaces de infectar las células PK-15.

Ejemplo 4
Titulacion de virus mediante ensayo de Inmunofluorescencia (IFA)

Para determinar la titulacion infecciosa de la reserva de virus de PCV2 homogénea, células PK-15 se cultivaron
sobre portaobjetos de camara LabTek de 8 pocillos. La reserva de virus se diluy6 en serie 10 veces en MEM, y cada
dilucion se inoculé en 10 pocillos de las monocapas de las células PK-15 que se desarrollan en portaobjetos de
camara LabTek. Los pocillos de las células no inoculadas se incluyeron como controles. Las células infectadas se
fijaron a los 3 dias después de la inoculacion con una solucion que contenia 80% de acetona y 20% de metanol a
4°C durante 20 min. Después de lavar las células con tampén PBS, las células infectadas se incubaron con un
anticuerpo policlonal de conejo especifico de PCV2 diluido a 1:1.000 (S. D. Sorden et al., "Development of a
polyclonal-antibody based immunohistochemical method for the detection of type 2 porcine circovirus in formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue," J. Vet. Diagn. Invest. 11: 528 - 530 (1999)) a 37°C durante 1 hora. Las células
después se lavaron tres veces con tampén PBS, y se incubaron con una IgG secundaria anti conejo de cabra
marcada con FITC (Laboratorios Kirkegaard y Perry Inc, Gaithersburg, MD) a 37°C durante 45 min. Después de
lavar los portaobjetos tres veces con tampon PBS, y los portaobjetos se montaron con fluoromount-G, con
cubreobjetos y se examinaron en un microscopio de fluorescencia. Se calcul6 la dosis infecciosa de cultivo de tejidos
al 50% por ml (TCIDso¢/ml). Inicialmente, las células se transfectaron con una construccion de plasmido que contenia
una unica copia de genoma de PCV2 pero la titulacién del PCV2 infeccioso de la Gnica construccion de genoma es
mucho menor que la que contiene el genoma en tandem. Por lo tanto, la construccion de plasmido que contiene la
forma quimérica del genoma de PCV2 se us6 para los experimentos de transfeccion in vitro e in vivo.

Ejemplo 5

Transfeccion In Vivo de Cerdos con el clon de ADN molecular de PCV2 e Inoculacion Experimental de
Cerdos con la reserva de virus infeccioso de PCV2 homogénea

Cuarenta cerdos de 4 semanas de edad sin patdgenos especificos (SPF) se asignaron de manera aleatoria en 4
habitaciones de 10 animales cada una. Antes de la inoculacion, los cerdos SPF se ensayaron para determinar
anticuerpos para PCV, PRRSV, PPV y virus de hepatitis E de cerdo. Los cerdos en el Grupo 1 estaban no
inoculados y servian como controles ne%ativos. Cerdos en el Grupo 2 se inocularon cada uno de ellos por via
intranasal con aproximadamente 1,9 x 10° TCIDso de la reserva de virus infeccioso de PCV2 derivada del clon de
ADN molecular de PCV2. Cerdos en el Grupo 3 recibieron inyeccién intrahepatica directa del ADN de plasmido
recombinante de PCV2. Cada cerdo se inyectd con un total de 200 ug de ADN de plasmido recombinante (el ADN
de plasmido de PCV2 clonado), mediante una técnica guiada por ultrasonidos, en 6 sitios diferentes de higado.
Cerdos en el Grupo 4 cada uno de ellos se inyecté con un total de 200 ug del ADN de plasmido recombinante de
PCV2 directamente en los ganglios linfaticos iliacos superficiales, y cada ganglio linfatico recibié dos inyecciones
separadas. Los animales se controlaron diariamente para detectar signos clinicos de enfermedad. Se recogieron
muestras de suero de cada animal en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 después de la inoculacién (DPI). El 21 DPI, cinco
cerdos se seleccionaron al azar de cada grupo y se les hizo necropsia. A los cinco animales restantes en cada grupo
se les practicd necropsia el 35 DPI. Se recogieron diversos tejidos y érganos durante la necropsia y se procesaron
para examen histolégico y tincion inmunohistoquimica (véase mas adelante).

Los resultados se muestran en la Tabla 1 mas adelante. Todos los cerdos inoculados de los Grupos 2, 3 y 4 eran
negativos para anticuerpos de PCV2 el 0 DPI. Dos cerdos en el Grupo 1 de control no inoculado tenian anticuerpo
maternal de PCV2 detectable el 0 DPI. El anticuerpo maternal en estos dos lechones disminuyé el 7 DPI. No se
detectd seroconversion a anticuerpo PCV2 en cualquiera de los 10 cerdos de control inoculados. En el Grupo 2
cerdos inoculados por via intranasal con virus PCV2 infeccioso, 1 lechén seroconvertido a anticuerpo de PCV2 el 21
DPI. El 35 DPI, 4 de los 5 cerdos del Grupo 2 restantes se habian seroconvertido. La seroconversion en animales
transfectados de los Grupos 3 y 4 primero aparecieron el 28 DPI. El 35 DPI, 5 de 5 los cerdos restantes del Grupo 3
y 3 de los 5 cerdos restantes del Grupo 4 se habian seroconvertido a anticuerpo de PCV2.

Los anticuerpos de PPV se ensayaron los 3 y 21 DPI para todos los cerdos, y el 35 DPI para los cerdos restantes.
Los anticuerpos maternales para el PPV de agente de cerdo ubicuo se detectaron en los lechones SPF. Las
valoraciones de los anticuerpos de PPV HI en todos los lechones excepto uno disminuyeron significativamente a
partir del 3 DPI (una titulacion media de 1:2.665) para el 21 DPI (una titulacion media de 1:246), que indica que el
anticuerpo detectado en estos lechones se derivd de manera pasiva. Un lechon tenia un ligero incremento de la
titulacion de PPV HI desde 1:32 a 3 DPI a 1:64 el 21 DPI, que es probable que se deba a la variacion del ensayo.
Muestras de suero recogidas de todos los cerdos en 0, 21, y 35 DPI se ensayaron después para detectar ADN de
PPV con un ensayo publicado de PCR (J. M. Soucie et al., "Investigation of porcine parvovirus among persons with
hemophilia receiving Hyate: C porcine factor VIII concentrate," Transfusion 40: 708 - 711 (2000)). No se detecto
viremia de PPV de ningun cerdo en cualquier DPI, indicando ademas que los cerdos no estaban infectados por PPV.
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Tabla 1. Seroconversién a anticuerpos especificos de PCV2 en cerdos inoculados con Virus vivo de PCV2 o
directamente inyectados con ADN de plasmido de PCV2 clonado

Dias después de inoculacion

. Via de
Grupo  Inoculo . 0cu1acion 0 7 14 21 28 35
1 Ninguno 2/104 0/10 0/10 0/10 0/5 0/5
2 Virus Intranasal 0/10 0/10 0/10 1/10 1/5 4/5
PCv2 vivob
3 ADN de Intrahepatico 0/10 0/10 0/10 0/10 1/5 5/5
Pcv2°’
4 ADN de Intralinfoide 0/10 0/10 0/10 0/10 1/5 3/5
pcv2°

@ Anticuerpo PCV2 se midi6é con un ELISA, nimero de positivos/ nimero ensayado.

® Una reserva de virus PCV2 bioldgicamente pura y homogénea generada mediante transfeccion de células PK-15
con clon de ADN molecular de PCV2.

° ADN genomico de PCV2 clonado en plasmido pSK.

Ejemplo 6
Analisis de PCR-RFLP

Para medir la viremia de PCV2 en cerdos transfectados con el clon de ADN molecular de PCV2 y en cerdos
infectados con reserva de virus infeccioso de PCV2, muestras de suero recogidas en diferentes DPI se ensayaron
para determinar la presencia de ADN de PCV2 mediante los procedimientos generales de un ensayo de PCR-RFLP
descrito previamente (M. Fenaux et al., 2000, supra). ADN viral se extrajo a partir de 50 ul de cada muestra de suero
usando el reactivo DNAzol® de acuerdo con el protocolo suministrado por el fabricante (Molecular Research Center,
Cincinnati, OH). EI ADN extraido se volvié a suspender en agua sin ADNasa-, ARNasa-, y proteinasa y se ensayo
para determinar el ADN de PCV2 mediante PCR-RFLP (id.). Los productos de PCR de animales seleccionados se
secuenciaron para verificar el origen de los cerdos infectados con virus.

Se recogieron muestras de suero de todos los animales control e inoculados a 0, 7, 14, 21, 28, y 35 DPl y se
ensayaron para determinar la viremia de PCV2 mediante deteccion de ADN de PCV2 (id.). Los resultados se
muestran en la Tabla 2 mas adelante. No se detect6 ADN de PCV2 en el Grupo 1 de cerdos de control no
inoculados en cualquier DPI. Viremia se detectd en 7/10 cerdos del Grupo 2 en 14 DPI y 8/10 en 35 DPI. Viremia
duré solamente una pocas semanas ya que el ADN de PCV2 no era detectable en 28 DPI y 35 DPI en los 5 cerdos
restantes del Grupo 2. En el Grupo 3 los cerdos que se inyectaron por via hepatica con el clon de ADN molecular de
PCV2, 8/10 cerdos eran virémicos el 14 DPI, y 9/10 cerdos tenian viremia detectable el 35 DPI. Cerdos del grupo 4
se inyectaron con el clon de ADN molecular de PCV2 en los ganglios linfaticos. Dos de 10 cerdos el 14 DPI y 8 de
10 cerdos el 21 DPI del Grupo 4 eran virémicos. Los resultados muestran que el clon de ADN molecular de PCV2 es
infeccioso cuando se inyecta directamente en el higado y ganglios linfaticos iliacos superficiales de cerdos SPF. Los
productos de PCR amplificados a partir de animales seleccionados se secuenciaron. La secuencia de los productos
de PCR amplificados a partir de animales seleccionados era idéntica a la region correspondiente del clon de ADN
molecular de PCV2.

Tabla 2. Deteccion de Viremia (ADN de PCV2) por PCR en suero de Cerdos inoculados y de Control

Via de Dias despueés de inoculacion
Grupo Inoculo inoculacion 0 7 14 21 28 35 Total
1 Ninguno 0/10¢ 040 00 010 0/5 0/5 0/10
2 Virus PCV2 vivo? Intranasal 0/10 0o/10 710 510 0/5 0/5 810
3 ADN de PCV2° Intrahepétic o 0/10 ©0/10 810 6/10 3/5 3/5 910
4 ADN de PCV2° Intralinfoide 010  0M0 2110 810 25 0/5 8M0

@10 cerdos en cada grupo, nimero de positivos/nimero ensayados.

® Una reserva de virus PCV2 biolégicamente pura y homogénea generada mediante transfeccion de células PK-15
con clon de ADN molecular de PCV2.

° ADN genomico de PCV2 clonado en plasmido pSK.

Ejemplo 7
Evaluacion clinica
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Cerdos se pesaron el 0 DPI y en el tiempo de necropsia. Las temperaturas y puntuaciones de la enfermedad
respiratoria clinica, que varian entre 0 y 6 (0 = normal, 6 = grave) (P. G. Halbur et al., "Comparison of the
pathogenicity of two U.S. porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolates with that of the Lelystad virus,"
Vet. Pathol. 32: 648 - 660 (1995)), se registraron en dias diferentes entre 0 y 35 DPI. Las observaciones clinicas que
incluyen evidencia de enfermedad del sistema nervioso central, enfermedad del higado (ictericia), enfermedad
musculo esquelética, y cambios en la condicion del cuerpo, también se registraron diariamente.

Para evaluar la patologia e histopatologia general, cinco cerdos de cada grupo se seleccionaron al azar para
necropsias en 21 y 35 DPI. El equipo de necropsia era ciego para el estado de infeccién de los cerdos en la
necropsia. Se realizaron necropsias completas en todos los cerdos. Un porcentaje estimado del pulmén con
neumonia manifiestamente visible se registré para cada cerdo basandose en un sistema de puntuacion descrito
anteriormente (id.). El sistema de puntuacién se basa en el volumen aproximado que cada Iébulo de pulmén
contribuye al pulmoén entero: el I6bulo craneal derecho, I6bulo medio derecho, parte craneal del I6bulo craneal
izquierdo, y la parte caudal del I6bulo craneal izquierdo cada uno contribuye al 10% del volumen total del pulmén, el
I6bulo accesorio contribuye al 5%, y los I6bulos caudales derecho e izquierdo cada uno de ellos contribuye al 27,5%.
Otras lesiones tal como agrandamiento de los ganglios linfaticos se notaron de manera separada. Las secciones
para examen histopatolégico se tomaron de turbinado nasal, pulmones (siete secciones) (id.), corazén, cerebro,
ganglios linfaticos (traqueobronquial, iliaco, mesentérico, sublinguinal), tonsila, timo, higado, vesicula biliar, bazo,
articulaciones, intestino delgado, colon, pancreas, y rifidon. Los tejidos se examinaron de una manera ciega y
proporcionaron una puntuacion subjetiva de la gravedad de lesiones de pulmén, ganglio linfatico, e higado. Las
puntuaciones de pulmén variaban entre 0 (normal) a 3 (neumonia intersticial linfohistiocitica grave). Las
puntuaciones de higado variaban entre 0 (normal) y 3 (hepatitis linfohistiocitica grave). Las puntuaciones de los
ganglios linfaticos eran para una cantidad estimada de supresion linfoide de foliculos que varia entre 0 (normal o sin
supresion linfoide) a 3 (supresion linfoide grave y reemplazo histiocitico de foliculos).

El protocolo seroldgico implicado en la recogida de sangre en la llegada los dias 11 a 12 de edad, y de todos los
cerdos el 0, 7, 14, 21,28, y 35 DPI. Los anticuerpos de suero PRRSV se ensayaron usando Herd Check PRRSV
ELISA (IDEXX Laboratorios, Westbrook, MA). Los anticuerpos de suero para PPV se detectaron mediante ensayo de
hemoaglutinacion (HI) (H. S. Joo et al., "A standardized haemagglutination inhibition test for porcine parvovirus
antibody," Aust, Ve1l. J. 52: 422 - 424 (1976)). Los anticuerpos en suero para PCV2 se detectaron mediante un
ELISA indirecto modificado basado en la proteina ORF2 recombinante de PCV2 (P. Nawagitgul et al., "Modified
indirect porcine circovirus (PCV) type 2-based and recombinant capsid protein (ORF2)-based ELISA for the detection
of antibodies to PCV," Immunol. Clin. Diagn. Lab Immunol. 1: 33 - 40 (2002)). Un antigeno de PCV2 parcialmente
purificado se preparo a partir de células Hi Five (Invitrogen, Carlsbad, CA) infectadas con baculovirus recombinantes
que contenian la proteina de ORF2 de la capsida principal de PCV2 (P. Nawagitgul et al., "Open reading frame 2 of
porcine circovirus type 2 encodes a major capsid protein," J. Gen. Virol. 81: 2281 - 2287 (2000)). Los lisados de
células de Hi Five infectados con baculovirus de tipo salvaje de prepararon de manera similar y sirvieron como
antigeno de control negativo. Las placas de microvaloracion de poliestireno Immulon 2 HB (Dynex Technologies Inc,
Chantilly, VA) se recubrieron con concentraciones 6ptimas de antigenos positivos y negativos a 4°C durante 36
horas. Cien pl de cada muestra de suero diluida 1:100 en 5% de diluyente de leche (Laboratorios Kirkegaard y Perry,
Inc.) se afiadié a cada pocillo. Las muestras de suero se ensayaron por cuadruplicado: 2 pocillos para antigeno de
control negativo y 2 pocillos paralelos para antigeno de PCV2. El suero de control positivo y control negativo se
incluyeron en cada placa. El suero se incubd a 37°C durante 30 min y se lavd después 5 veces con 0,1 M tampdn
PBS que contenia 0,1% de Tween-20. Una IgG anti cerdo secundaria marcada con peroxidasa (Sigma Co, S1.
Louis, MO) se incub6 a 37°C durante 30 min. Las placas se lavaron de nuevo y se incubaron con 2,2'-azino-di- (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (Laboratorios Kirkegaard y Perry Inc) a 37°C durante 15 min. para desarrollo de color.
La densidad optica (DO) se leyé a 405 nm. La DO corregida de cada suero ensayado y de control se calculd
restando el valor medio de DO de los pocillos que contenian antigeno negativo de la de los pocillos paralelos que
contenian antigeno de PCV2. Los datos se normalizaron dividiendo el valor de DO corregido de una muestra de
suero ensayada (S) con la del suero de control positivo (P) y se resefia como relaciones S/P. Las muestras con
relaciones S/P < 0,12, 0,12 a 0,2, y > 0,2 se consideraron como negativos, equivocos y positivos, respectivamente.

A partir de los resultados de la evaluacion clinica, ninguno de los cerdos control e inoculados mostraron signos
obvios de enfermedad que se parecen a PMWS clinico. No existia diferencia en ganancia de peso o temperaturas
rectales medias entre cualquiera de los cuatro grupos. Los cerdos control del Grupo 1 permanecieron normales a lo
largo del experimento. Se observd enfermedad respiratoria transitoria suave en la mayoria de los cerdos en grupos
infectados con virus PCV2 y transfectados con ADN de PCV2 entre 8 y 14 DPI. Esto se caracteriz6 por disnea suave
(puntuaciones respiratorias clinicas 1 a 2) de uno a dos dias de duracion en cerdos individuales y 5 - 6 dias de
duracién para el grupo.

No se observaron lesiones macroscopicas en los cerdos control en la necropsia. Cerdos en los tres grupos

inoculados tenian lesiones macroscopicas limitadas a los pulmones y ganglios linfaticos (véase la tabla 3, mas

adelante). Las lesiones eran similares entre los cerdos en los grupos transfectados por ADN de plasmido de PCV2 e

infectados por virus de PCV2. Los pulmones que no se pliegan y tenian areas al azar, multifocales, moderadamente

bien demarcadas de consolidacion tostado a purpura que implica 0 -2 % del pulmén (Fig. 3) en 21 DPI, y 0 - 13% del

pulmén en 35 DPI. Ganglios linfaticos se agrandaron sistematicamente 2 a 5 veces el tamafio normal, sélido, y
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tostado (Fig. 3) a tanto 21 como 35 DPI en la mayoria de los cerdos de los tres grupos inoculados con PCV2.

El examen microscépico no reveld lesiones en ningun tejido de los cerdos control excepto para los higados. Ocho de
diez cerdos control tenian inflamacion linfoplasmatica multifocal muy suave predominantemente en las regiones
periportales del higado, como se observa comunmente en cerdos normales y se considera antecedente normal (P.
G. Halbur et al., 2001, supra).

Cerdos de los dos grupos transfectados con ADN de plasmido de PCV2 (intrahepatico e intralinfoide) y el grupo
infectado con virus PCV2 (intranasal) tenian lesiones similares en cerebro, pulmoén, corazon, rifién, tejidos linfoides
(tonsila, ganglios linfaticos, bazo), ileo, e higado (véase la Tabla 4, mas adelante). Se observaron lesiones de
cerebro en 23/30 de los cerdos de los tres grupos inoculados y se caracterizaron como meningoencefalitis
linfoplasmocitica multifocal suave a moderada con acumulacidon perivascular y gliosis. Se observaron lesiones
pulmonares en 28/30 cerdos inoculados con PCV2 vy caracterizados como neumonia peribronquiolar
linfoplasmacitica suave a moderada y broncointersticial histiocitica (Fig. 3C). A un cerdo del Grupo 2 infectado con
virus PCV2 se le practicé necropsia 21 DPI, y un cerdo de cada uno de los dos grupos transfectados con ADN de
plasmido de PCV2 se le practicé necropsia 35 DPI tenian bronquiolitis ulcerosa y proliferativa con fibroplasia e
inflamacion granulomatosa en la lamina propia y regiones peribronquiolares de los bronquios. Miocarditis
linfoplasmocitica multifocal suave también se observé en 18/30 cerdos inoculados con PCV2. En 14/30 de los cerdos
inoculados con PCV2, se observd nefritis linfoplasmocitica intersticial multifocal suave a moderada. No se
observaron lesiones en los timos. Agotamiento linfoide suave a moderado (Fig. 4B) y reemplazo histiocitico de
foliculos se observo en la tonsila de 8/30, en el bazo de 7/30, y en los ganglios linfaticos de 26/30 de los cerdos
inoculados con PCV2. Linfoadenitis granulomatosa moderada con células gigantes (Fig. 4C) se observo el 21 DPI
en tres cerdos inoculados por via intranasal con virus PCV2, y en un cerdo el 35 DPI en cada uno de los grupos
transfectados con ADN de plasmido de PCV2. Enterocolitis linfoplasmocitica e histiocitica suave se observaron en
3/5 cerdos en el grupo infectado con virus PCV2, en 3/5 cerdos en el grupo transfectado por via intrahepatica con
ADN de plasmido de PCV2, y 1/5 cerdos en el grupo transfectado por via intralinfoide con ADN de plasmido de
PCV2 el 35 DPI. Un cerdo en cada uno de los grupos transfectados con ADN de plasmido de PCV2 tenia
agotamiento linfoide suave con reemplazo histiocitico y nimeros bajos de células gigantes en parches de Peyer. Se
observo hepatitis linfoplasmocitica suave a moderada y 29/30 de los tres cerdos inoculados con PCV2. Se
observaron bajos numeros de hepatocitos necroéticos individualmente y ampliamente dispersos rodeados de
inflamacion linfohistiocitica en un cerdo de cada uno de los grupos transfectados con ADN de plasmido de PCV2 el
21 DPI. Las lesiones en otros tejidos no eran notables.

Se puntuaron lesiones microscopicas en el pulmoén, higado y ganglios linfaticos de acuerdo con los sistemas de
puntuacion publicados (Tabla 4, mas adelante) (P. G. Halbur et al., 2001, supra; P. G. Halbur et al., 1995, supra). No
existian sistemas de puntuacion aceptables para otros tejidos y érganos. Las puntuaciones medias de las lesiones
en pulmén y ganglios linfaticos en cerdos de los tres grupos inoculados con PCV2 eran estadisticamente
significativas de los cerdos control del Grupo 1. Las puntuaciones medias de las lesiones de higado en cerdos de los
tres grupos inoculados con PCV2 no eran estadisticamente diferentes de los cerdos control.

Tabla 3. Lesiones macroscépicas de Pulmén y Ganglios linfaticos en cerdos Control e inoculados con PCV2

21 DPI 35 DPI
Grupo Inéculo Via de inoculacion Ganglios Pulman Ganglios Pulmén
linfaticos linfaticos

1 Ninguno o/5® 0/5 0/5 /s

2 Virus vivo de  Intranasal a/a W5 (0-1)° a5 4/5(0-5)
PCV2°®

3 ADN de Intrahepatica 215 2/5(0-2) a5 2/5(0-13)
pPcv2®

4 ADN de Intralinfoide 4/5 5(0-1) 35 15 (0-9)
pPCv2 @

@ A cinco cerdos de cada grupo se les practicod necropsia 21 DPI, y a los 5 cerdos restantes se les practico
necropsia el 35 DP Numero de positivos / Nimero de ensayados.

® Un reserva de virus de PCV2 biolégicamente pura y homogénea generada mediante transfeccion de células PK-15
con clon de ADN molecular de PCV2

° Numero con lesiones / Numero de ensayados (intervalo del porcentaje estimado del pulmén afectado por lesiones
de neumonia manifiestamente visibles, 0 - 100%)

4 ADN gendémico de PCV2 clonado en plasmido de pSK.
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Ejemplo 8
Inmunohistoquimica

La deteccion inmunohistoquimica (IHC) de antigeno especifico de PCV2 se realizd en todos los tejidos recogidos
durante las necropsias 21 y 35 DPI. Un antisuero especifico de PCV2 policlonal de conejo se uso para la IHC, y los
procedimientos generales que se han descrito anteriormente (S. D. Sorden et al., 1999, supra).

Para la deteccion y distribucion de tejidos de antigeno de PCV2, se realizé tincion de IHC de antigeno de PCV2 en
cerebro, pulmones, turbinado, corazon, rifiones, tonsila, ganglios linfaticos, bazo, timo, ileo, higado, vesicula biliar y
pancreas de todos los cerdos a los que se les practicd necropsia 21 y 35 DPI. Todos los tejidos de los cerdos control
eran negativos para antigeno de PCV2. La distribucion de antigeno de PCV2 en tejidos en los tres grupos
inoculados con PCV2 era similar (véase la Tabla 5, mas adelante). En el cerebro, el antigeno de PCV2 se encontro
predominantemente en células mononucleares, células de tipo fibroblasto, y células endoteliales en las meninges y
plexus coroides y menos a menudo en células endoteliales y células mononucleares perivasculares en el cerebro y
cerebelo. En los pulmones, se detectd antigeno de PCV2 dentro de los macrofagos alveolares y septales y en
células de tipo fibroblasto en la lamina propia de las vias respiratorias (Fig. 3D). En el corazén, antigeno de PCV2
se detectd en macréfagos ampliamente dispersas y células endoteliales. En rifiones, antigeno de PCV2 se detectd
dentro de células epiteliales tubulares y células mononucleares en el intersticio. En los tejidos linfoides (ganglios
linfaticos, bazo, tonsila, y parches de Peyer), antigeno de PCV2 se detectd principalmente dentro de los
macrofagos y células de tipo dendriticas y células gigantes dentro de los foliculos (Fig. 4D). Antigeno de PCV2
también se detectd dentro de macrofagos en la lamina propia del intestino delgado. En el higado, antigeno de PCV2
se detectd dentro de células mononucleares y células de Kupffer. El antigeno de PCV2 no se detecto en turbinado,
timo, o vesicula biliar.
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Ejemplo 9
Construccion del clon de ADN infeccioso de PCV1 no patégeno

El procedimiento usado para construir un clon de ADN infeccioso de PCV1 es esencialmente el mismo que se ha
descrito en el presente documento para PCV2. Un par de cebadores de PCR, KPNPCV1.U establecidos en la SEC
ID N°:7 y KPNPCV1.L establecido en la SEC ID N°:8 (véase la Tabla 6, mas adelante), se disefié basandose en la
secuencia publicada de PCV1. Este par de cebadores amplifica el genoma complete de PCV1 con una region de
superposicion que contiene un unico sitio de enzima de restriccion de Kpnl. | ADN del virus PCV1 se extrajo de la
linea celular ATCC PK-15 contaminada que se obtuvo de de la Coleccion Americana de Cultivo Tipo (ndmero de
acceso de ATCC CCL-33). El ADN de PCV1 se extrajo de las células PK-15 de ATCC infectado persistentemente
con PCV1, usando el minikit QIlAmp DNA (Qiagen, Inc.,Valencia, CA.). El ADN extraido se amplific6 con AmpliTaq
Gold Polymerase (Perkin - Elmer, Norwalk, CT). Los ciclos de PCR constaban de una etapa inicial de 95°C durante
10 min., seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 1 min., hibridacion a 48°C durante 1 min.,,
extension a 72°C durante 2 min y una extension final a 72°C durante 7 min. El producto de PCR de tamafio
esperado se separd mediante electroforesis de gel y se purific6 mediante el procedimiento de polvo de cristal
usando un Kit Geneclean (Bio 101, Inc., La Jolla, CA). El producto de PCR purificado que contenia el genoma de
PCV1 completo se ligoé primero en el vector de plasmido advanTAge (Clontech, Palo Alto, CA).células de Escherichia
coli DH5a competentes se usaron para transformaciéon. Los plasmidos recombinantes se verificaron mediante
digestion por enzima de restriccion. EI ADN genémico de PCV1 de longitud completa se escindié del vector
advanTAge mediante digestion con la enzima de restriccion Kpnl. El ADN genémico de PCV1 de longitud completa
se ligd en el vector pBluescript SK(+) (pSK) (Stratagene, La Jolla, CA) con ADN ligasa de T4 a 37°C durante toda
una noche. Los plasmidos recombinantes que contienen en genoma de PCV1 de longitud completa se aislé con un
mini kit de plasmido de Qiagen (Qiagen, Valencia, CA) y se verificaron mediante digestion con enzima de restriccion
y secuenciacion de ADN. El ADN gendmico de PCV1 de longitud completa se escindié del vector pSK mediante
digestion por Kpnl, y se dimerizé6 para preparar el clon de ADN de PCV1 infeccioso como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 2 para el clon de PCV2 infeccioso. Estos dimeros en tdndem se prepararon debido a
que los clones de ADN en tandem dimerizados se encuentran ventajosamente que son mas eficaces para
transfectar las células y producir viriones infecciosos. Para preparar el dimero en tandem del ADN de PCV1, el ADN
gendémico de PCV1 digerido se ligé con ADN ligasa de T4 a 37°C durante solamente 10 min., que favorece la
produccién de dimeros en tandem. Los dimeros en tandem se clonaron posteriormente en el vector pBluescript
SK(+) (pSK) (Stratagene, La Jolla, CA). Los plasmidos recombinantes que contienen los dimeros en tandem del
genoma de PCV1 (denominados en el presente documento "clon de ADN de PCV1") se confirmaron mediante PCR,
digestion con enzima de restriccion, y secuenciacion de ADN. La concentracion de ADN de los plasmidos
recombinantes se determiné espectrofotométricamante.
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Ejemplo 10

Evaluacion de infectividad del clon de ADN de PCV1 cuando se transfecta en células PK- 15 sin
contaminacion de virus

La infectividad del clon de ADN molecular de PCV1 se determind mediante transfeccion in vitro de las células PK-15.
IFA con anticuerpo monoclonal especifico de PCV1 (un regalo del Dr. Gordon Allan, Belfast, Reino Unido.) confirmé
que el clon de ADN molecular de PCV1 es infeccioso en las células PK-15. El antigeno especifico de PCV1 se
visualizd mediante IFA en el ndcleo, y hasta un grado menor citoplasma de las células transfectadas. Las células
transfectadas de manera simulada con el vector pSK vacio permanecieron negativas para antigeno de PCV1.

Ejemplo 11
Construccion de un clon de ADN Viral de PCV1-2 Quimérico

Un virus quimérico se construyd entre el PCV1 no patégeno y el PCV2 asociado a PMWS usando clones de ADN
infecciosos de PCV1 y PCV2. Para construir un clon de ADN de PCV1-2 quimérico, el gen de la capsida ORF2 del
PCV1 no patégeno se eliminé del clon de ADN infeccioso de PCV1, y se reemplazé con el gen de la capsida ORF2
inmunogénico del PCV2 patégeno en la estructura central del genoma de PCV1 (véanse las Figs. 5 y 6). Se
disefaron dos pares de cebadores de PCR. El primer par de cebadores para PCV2 ORF2, Psi 1-5 establecido en la
SEC ID N°: 11 y Acll-6 establecido en la SEC ID N°: 12, se disefi¢ sin mutaciones puntuales en los extremos 5' de
los cebadores para crear sitios de enzimas de restriccion Ac/l y Psil para amplificar el gen de ORF2 de PCV2 e
introducir los sitios de enzimas de restriccion Psil y Ac/l flanqueantes mediante mutacién puntual. La reaccion de
PCR para la amplificacion de ORF2 de PCV2 consistia en una etapa inicial a 95°C durante 9 min., seguido de 38
ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 1 min., hibridacion a 48°C durante 1 min., extension a 72°C durante 1
min., y una extension final a 72°C durante 7 min.

Un segundo par de cebadores de PCR, Hpa 1-2 establecido en la SEC ID N°:9 y Nar 1-3 establecido en la SEC ID
N°:10, se disefid para amplificacion del vector pSK+ y su insercion de genoma de PCV1. Las mutaciones puntuales
se introdujeron en los extremos 5' de los cebadores de PCR para crear sitios de enzimas de restriccion flanqueantes
Narl y Hpal. Este par de cebadores amplificé el ventor pSK+ ADN gendmico de PCV1 insertado que carece del gen
de la capsida ORF2, esto es, el genoma de PCV1 menos el ORF2 de PCV1 (pSK-PCV1 L10RF2) mediante el uso
de clon de ADN infeccioso de PCV1 como el molde de PCR. La reaccién de PCR consistia en una etapa inicial a
95°C durante 9 min., seguido de 38 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 1 min., hibridaciéon a 50°C durante
1min., extension a 72°C durante 3,5 min., y una extension final a 72°C durante 7 min. El producto de PCR de ORF2
de PCV2 se digirié con la Ac/l y Psil para eliminar las mutaciones puntuales introducidas. El producto pSK-PCV1
AORF2 (el producto de PCR del genoma de pSK-PCV1 PCR que carece del gen de ORF2 de PCV1) se digirio con la
Narl y Hpal para eliminar las mutaciones puntuales introducidas por la PCR. La digestion posterior produjo un
extremo cohesivo y un extremo ciego complementario con el producto de PCR de ORF2 de PCV2 digerido por las
enzimas de restriccion Ac/l'y Psil. El producto de ORF2 de PCV2 digerido y el producto de pSK-PCV1 suprimido de
ORF2 se ligaron con la ADN ligasa de T4 para formar el clon de ADN genémico de PCV1-2 quimérico, en el que el
gen de ORF2 de PCV1 se reemplaza con el gen de ORF2 de PCV2. Una vez que los dos productos de PCR se
digirieron y se volvieron a ligar, todas las mutaciones puntuales introducidas por PCR usadas para facilitar la
clonacién se eliminaron en el clon quimérico resultante. Se transformaron células competentes de Escherichia coli
DH5a. Los plasmidos recombinantes que contenian el clon de ADN quimérico se aislaron y se confirmaron mediante
PCR, digestion con enzima de restriccion y secuenciacion de ADN parcial. EI genoma quimérico de PCV1-2 de
longitud completa se escindio del vector pSK+ (el plasmido recombinante) con digestién con Kpnl. EI genoma de
ADN quimérico después se dimerizé mediante una reaccion corta de ligacion de 10 minutos con la ADN ligasa de T4
que favorece la formacién de dimeros lineales para producir produce el clon de ADN infeccioso de PCV1-2 quimérico
(Fig. 6). Los plasmidos recombinantes que contienen dos copias del genoma viral quimérico se confirmaron
mediante PCR, digestion con enzima de restriccion y secuenciacion de ADN.

Ejemplo 12
Evaluacion de la Infectividad In Vitro de clon de ADN de PCV1-2 quimérico

La viabilidad del clon de ADN de PCV quimérico (PCV1 no patégeno con el gen de la capsida inmunogénica de
PCV2) se ensayo en células PK-15. Cuando las células PK-15 se transfectaron con el clon de ADN viral quimérico,
antigeno viral especifico para la capsida ORF2 de PCV2 se detectdé mediante IFA a aproximadamente 2 dias
después de la transfeccion. El antigeno de la capsida de PCV1 no se detectd en células transfectadas. Este
experimento indicé que el clon de ADN quimérico es infeccioso in vitro, se replica en las células PK-15 y produce la
proteina de la capsida inmunogénica de PCV2.

Ejemplo 13
Construccion de un Clon de ADN de PCV2-1 Quimérico reciproco

Para construir un clon de ADN de PCV2-1 quimérico reciproco, el gen de la capsida de ORF2 de PCV2 se
26
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reemplaza por el de PCV1 no patdgeno en la estructura central del genoma del PCV2 patégeno (Fig. 6). Se
disefiaron dos pares de cebadores de PCR: el par, Bgl-lI-ORF2 establecido en la SEC ID N°13 y SpH-I-ORF2
establecido en la SEC ID N°:14, amplifica el gen de ORF2 de PCV1 e introduce /os sitios de enzimas de restriccion
Bgll1 y SpHI flanqueantes mediante mutaciéon puntual. EI Segundo par de cebadores de PCR, Bgl-lI-PCV2
establecido en la SEC ID N°15 y SpH-I-PCV2 establecido en la SEC ID N°:16, amplificaron el vector pSK y el
genoma de PCV2 menos el gen de ORF2 (pSK-PCV2 ORF2) mediante el uso del clon de ADN infeccioso de PCV2
como el molde de PCR, e introdujeron sitios de enzimas de restriccion flanqueantes Bglll y SpHI mediante mutacion
puntual. El producto de AORF2 pSK-PCV?2 y el producto de PCR PCV1 ORF2 se digirieron mediante las enzimas de
restriccion Bglll y SpHI para producir extremos cohesivos y ciegos complementarios ligados conjuntamente.
Después de la transformacion en células de E. Coli, los plasmidos recombinantes auténticos se aislaron vy
confirmaron mediante digestién con enzimas y secuenciacion de ADN parcial. EI genoma de PCV2-1 quimérico de
longitud completa reciproco se escindio del plasmido recombinante mediante digestién con Sacll, y se dimerizaron
como se describe en el presente documento para producir el clon infeccioso de PCV2-1 reciproco quimérico.

Ejemplo 14
Transfeccion In vitro de células PK-15 con clones de ADN de PCV1, PCV2, PCV1-2 y PCV2-1

La infectividad del clon de PCV2 in vitro e in vivo se ha demostrado en los ejemplos anteriores 3 - 5. Para ensayar la
infectividad del PCV1 y dos clones quiméricos in vitro, células PK-15 sin contaminacion de PCV1 preparados por el
procedimiento del Ejemplo 1 se desarrollaron en portaobjetos de camara de 8 pocillos LabTek (Nalge Nunc Int.,
Dinamarca). Cuando las células PK-15 alcanzaron aproximadamente el 80% de confluencia, células se transfectaron
con clones de ADN de PCV1, PCV2, PCV1-2 y PCV2-1 respectivamente, usando el reactivo Lipofectamine Plus de
acuerdo con los protocolos suministrados por el fabricante (Life Technologies, Inc.). Las células transfectadas de
manera simulada con el vector pSK vacio se incluyeron como controles. Tres dias después de la transfeccion, las
células se fijaron con una solucién que contenia 80% de acetona y 20% de metanol a 4°C durante 20 min. La
evidencia de infectividad y replicacion de virus en las células transfectadas con los clones de ADN de PCV1 y PCV2-
1 se confirmaron mediante ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFA) usando anticuerpo monoclonal contra el
gen de la capsida de ORF2 de PCV1, amablemente suministrado por el Dr. G. M. Allan (G. M. Allan et al,,
"Production, preliminary characterization and applications of monoclonal antibodies to porcine circovirus," Vet.
Immunol. Immunopathol. 43: 357 - 371 (1994)). Las células fijadas se lavaron con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) y se incubaron con anticuerpo monoclonal de PCV1 diluido 1:20 a 37°C durante 1 hora. Las células
después se lavaron tres veces con tampén PBS y se incubaron con immunoglobulina G anti-raton de cabra marcada
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Laboratorios Kirkegaard y Perry, Inc., Gaithersburg, Md.) a 37°C durante 45
min. Después de lavar tres veces con tampoén PBS, los portaobjetos se montaron con Fluoromount-G, cubreobjetos y
se examinaron en un microscopio de fluorescencia. La infectividad de las células transfectadas con los clones de
ADN de PCV2 y PCV1-2 quiméricos se confirmaron mediante IFA usando anticuerpo especifico de 25 PCV2, como
se ha descrito previamente en el Ejemplo 4.

La infectividad del PCV1, del ADN de PCV1-2 quimérico y de los clones de ADN de PCV2-1 quiméricos reciprocos
se sustanciaba mediante transfeccion in vitro de células PK-15. Dos copias idénticas de genoma de PCV1 completo
se ligaron en tandem en el vector pSK para producir el clon de ADN de PCV1 (Fig. 6). El clon de ADN de PCV1-2
quimérico tenia el gen de la capsida de ORF2 de PCV1 reemplazado por el de PCV2 patégeno en la estructura
central del genoma de PCV1 no patégeno. El clon de ADN de PCV2-1 quimérico reciproco tenia el gen de la
capsida de ORF2 de PCV2 reemplazado por el de PCV1 no patdgeno en la estructura central del genoma de PCV2
patégeno. Si es infeccioso in vitro, el clon de ADN de PCV1-2 quimérico, producira el antigeno de la capsida de
ORF2 de PCV2 y el clon de ADN de PCV2-1 quimérico reciproco expresara el antigeno de la capsida de ORF2 de
PCV1 en células PK-15 transfectadas. Los resultados muestran que el PCV1, el PCV1-2 quimérico y los clones de
ADN de PCV2-1 quiméricos reciprocos se mostraron sorprendentemente que eran infecciosos cuando se
transfectaban en células PK-15 y expresaban las proteinas del antigeno de la capsida viral respectivas como se
demuestra por IFA usando anticuerpos especificos de PCV1 o PCV2. IFA que usa anticuerpos monoclonales contra
ORF2 de PCV1 y anticuerpos contra PCV2 confirmaron que el ADN de PCV1 y los clones de ADN de PCV1-2 eran
infecciosos. IFA que usa anticuerpo monoclonal especifico de ORF2 de PCV1 mostré que el clon de ADN quimérico
de PCV1-2 también era infeccioso. Aproximadamente 10 - 20% de las células PK-15 transfectadas eran positivas
para el antigeno de la capsida de PCV1 y antigeno de PCV2, y expresaban el antigeno de ORF2 de PCV1, dentro
del nucleo de las células transfectadas (Fig. 7).

Ejemplo 15

Inoculacion Experimental de Cerdos con PCV1, PCV2, PCV1-2 Quimérico y Clones de ADN quiméricos de
PCV2-1 reciprocos

Para evaluar la inmunogenicidad y patogenicidad de los clones de ADN quiméricos, cuarenta cerdos sin patdégenos

especificos (SPF) de 4 - 6 semanas de edad se asignaron a azar en cinco habitaciones de 8 animales cada una.

Antes de la inoculacién, animales se ensayaron para evaluar anticuerpos para PCV, PRRSV, PPV, y virus de

hepatitis E de cerdo. Ademas, muestras de suero antes de la inoculacién se ensayaron mediante PCR para acido

nucleico de PCV1 y PCV2 para confirmar que los cerdos no estan infectados naturalmente por cualquiera de los
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virus. Los clones de ADN de PCV1, PCV2, PCV1-2 y PCV2-1 estaban todos inoculados por inyeccion directa del
plasmido de ADN clonado en los ganglios linfaticos iliacos superficiales de cerdos. Los cerdos en el Grupo 1
recibieron solucién salina tamponada con fosfato (tampén de PBS) y sirvieron como control negativo. Los cerdos del
grupo 2 se inyectaron cada uno en los ganglios linfaticos iliacos superficiales de cerdos 200 ug de clon de ADN de
PCV1 infeccioso. Los cerdos del grupo 3 se inyectaron cada uno de ellos con 200 pug de de clon de ADN de PCV2
infeccioso. Los cerdos del grupo 4 recibieron cada uno de ellos inyecciones de 200 pg de clon de ADN de PCV1-2
infeccioso quimérico. Los cerdos del grupo 5 recibieron cada uno de ellos 200 pg del clon de ADN de PCV2-1
infeccioso quimérico reciproco. Todos animales se controlaron diariamente para evaluar los signos clinicos de
enfermedad. Se recogieron muestras de suero de cada animal a -2, 7, 14, 21,28, 35, 42 y 49 dias después de la
inoculacion (DPI). El 21 DPI, cuatro animales seleccionados al azar de cada grupo se les practico la autopsia. A los
cuatro animales restantes en cada grupo se les practicd la necropsia a 49 DPI. Diversos tejidos y érganos se
recogieron durante la necropsia como se ha descrito previamente en el Ejemplo 7, y se procesaron para examen
histolégico.

La inmunogenicidad del PCV1, el PCV2 y los clones de ADN quiméricos infecciosos se examiné en los cerdos. Se
recogieron muestras control de todos los animales control e inoculados a -2 (0), 7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49 DPI se
ensayaron para evaluar viremia por PCV1, PCV2, PCV1-2 y PCV2-1 mediante deteccion por PCR de secuencias de
ADN especificas de clon, para anticuerpo anti-PCV1 mediante IFA y para anticuerpo de ORF2 anti-PCV2 mediante
ELISA. Antes de la inoculacion a -2 DPI, animales de los 5 grupos se probaron que eran negativos mediante PCR
para tanto ADN de PCV1 como PCV2.

Los animales de control negativo eran negativos para tanto viremia de PCV1 como de PCV2 a lo largo de todo el
estudio (véase la Tabla 7, mas adelante). Cinco cerdos del grupo de control no inoculado tenian anticuerpo maternal
de PCV2 detectable en -2 DPI y 2 cerdos tenian anticuerpos maternales de PCV1 detectables en 7 DPI (véase la
Tabla 8, mas adelante). Los anticuerpos maternales para tanto PCV1 como PCV2 en estos lechones disminuian 21
DPI. No se detecté seroconversion a o bien PCV1 o PCV2 en cualquiera de los 8 cerdos de control no inoculados a
lo largo del estudio.

En el grupo inoculado con PCV1, primero se detectd viremia en un cerdo inoculado en 7 DPI (Tabla 7, mas
adelante), y se detectd al final en 35 DPI. Cinco de 8 animales inoculados con clon de ADN infeccioso de PCV1 eran
positivos para viremia de PCV1. La duracién media de la viremia continua de PCV1 era 0,625 semanas. El 21 DPI,
todos los animales en el grupo inoculado con PCV1 se habia seroconvertido a PCV1 y permanecian positivos para
anticuerpos de PCV1 hasta el final del estudio en 49 DPI.

El clon de ADN de PCV2 se muestra en el presente documento que es infeccioso en cerdos. En el grupo inoculado
con el clon de ADN de PCV2, se detectd primero viremia por PCV2 en 7 DPI (Tabla 7, mas adelante). El 21 DPI,
todos los animales del Grupo 3 inoculados con PCV2 eran positivos para viremia por PCV2. La duracién media de la
viremia de PCV2 era 2,12 semanas. Dos cerdos en el grupo inoculado con PCV2 los niveles detectables de
anticuerpos de PCV2 maternales en 7 DPI (Tabla 8, mas adelante), y los anticuerpos maternales en estos lechones
disminuian el 14 DPI. Primero se detectd seroconversion a PCV2, ensayada mediante un ELISA especifico de
PCV2, el 35 DPI. El 42 DPI, todos los cerdos inoculados con clon de ADN de PCV2 infeccioso se habia
seroconvertido a PCV2.

En los cerdos inoculados del Grupo 4 con clon de ADN de PCV1-2 quimérico infeccioso, viremia especifica para el
virus quimérico se detectd primero el 14 DPI (Tabla 7, mas adelante). Cuatro de 7 animales inoculados llegaron a ser
virémicos por PCV1-2 entre 14 DPI y 42 DPI. La duracidon media de viremia por PCV-2 quimérico era 1 semana. Un
cerdo tenia niveles detectables de anticuerpos de PCV2 maternales el 7 y 14 DPI, pero el anticuerpo maternal
disminuia 21 DPI (Tabla 8, mas adelante). Primero se produjo la seroconversion a anticuerpo especifico de ORF2
de PCV2 el 28 DPI. El 49 DPI, todos cerdos inoculados con clon de ADN de quimérico de PCV1-2 se habia
seroconvertido a anticuerpo especifico de ORF2 de PCV2.

En cerdos inoculados con el ADN viral, clon quimérico de PCV2-1, especifico para el virus quimérico de PCV2-1 no
se detectd en muestras de suero (Tabla 7, mas adelante). Sin embargo, el 21 DPI todos los animales en el Grupo 5
se seroconvirtieron a anticuerpo de PCV1. Los productos de PCR se amplificaron a partir de cerdos seleccionados
en cada grupo se secuenciaron y se confirmaron que eran los clones infecciosos respectivos auténticos usados en la
inoculacion en cada grupo.
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Tabla 7. Deteccion de Viremia mediante PCR anidada en sueros de Cerdos inoculados y de control

DPI
: Total
Grupo  Inoculo 2 7 14 21 28 35 42 49
PBS2 o/gb 0/8 0/8 0/8 0/4 04 04 0/4 0/8
ADNdePCVE  0/8 1/8 1/8 208 04 24 04 04 58

ADN de PCV2¢ 0/8 38 6/8 7/8 14 2/4 2/4 0/4 8/8
ADN de PCV1-2° /7 0o/7 1/7 2/7 2i4 2/4 2/4 0/4 47
ADNde PCV2-1° o/8 0o/8 0/8 0/8 0/4 04 0/4 0/4 0/8

o b WON =

@ Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) usada como control negativo
® Ocho cerdos en cada grupo; niimero de positivos / niimero de negativos
°PCV gendmico clonado o ADN de PCV quimérico en plasmido pSK

Tabla 8. Seroconversioén a anticuerpos contra PCV2 en cerdos inoculados con PCV2 o clones de ADN de PCV 1-2
quiméricos y seroconversion a anticuerpos contra PCV1 en cerdos inoculados con PCV1 o clones de ADN de PCV2-

1
Anticustpo DPI=
- a8
Grupo  Indeulo ensayhado 2 7 14 21 28 a5 a2 49
para
1 PES PCV ND 2/8 S/ 1/8 014 04 014 0/4
PCV2 5/8 5/8 2/ o/8 0/4 0/4 014 0/4
2 PCV1 PCV MD ars 278 ams 444 dfd 444 dfd
ADM ORF2
3 ADN de  Virus 3/8 2/8 0/8 0/8 0/4 3/4 4/4 4/4
PCV?2 completo
dePCV2
4 ADN de  Virus 2/8 1/8 1/8 0/8 1/4 1/4 3/4 4/4
PCv1-2 completo
dePCV2
5 ADN de PCV1 ND 3/8 3/8 8/8 3/4 3/4 4/4 4/4

PCV2-1 ORF2

@ Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) usada como control negativo. Los inéculos eran PCV genémico
clonado y ADN quimérico de PCV en plasmido pSK

b Anticuerpo de pCV1 para ORF2 se midi6 con un ensayo de inmunofluorescencia indirecta especifico para antigeno
de PCV1. El anticuerpo para PCV2 se midi6é con un ensayo de inmunoabsorbente ligado a enzima.

¢ Dias después de la inoculacion, numero de positivos / nimero de negativos.
Ejemplo 16
Evaluacion Clinica

Cerdos se pesaron el 0 DPI y en el tiempo de necropsias. Las temperaturas rectales y puntuaciones respiratorias
clinicas, que varian entre 0 y 6 (0 = normal; 6 = grave) (P. G. Halbur et al., "Comparison of the pathogenicity of two
U.S. porcine reproductive and respiratory syndrome virus isolates with that of the Lelystad virus," Vet. Pathol. 32: 648
- 660 (1995)), se registraron cada dia diferente entre 0 y 49 DPI. Observaciones clinicas, que incluyen las evidencias
de enfermedad del sistema nervioso central, enfermedad de higado (ictericia), enfermedad del musculo esquelético
y cambios en la condicion del cuerpo, también se registraron en base diaria. Un equipo de dos personas realizé
todas las evaluaciones clinicas.

Ninguno de los cerdos control o inoculados mostré signos obvios de PMWS clinico de espectro completo. No

existian diferencias en ganancia de peso o temperaturas medias rectales entre cualquiera de los grupos. Uno de los

cerdos del Grupo 3 inoculado con PCV1-2 murié un dia después de inoculacion. Después de la necropsia y analisis
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clinico, no se detectd agente patdgeno asociado y la muerte no se asocié con el procedimiento de inoculacién del
virus de PCV1-2 quimérico.

Ejemplo 17
Patologia e Histologia General

A cuatro cerdos de cada grupo se les practicé necropsia 21 y 49 DPI, respectivamente. El equipo de necropsia era
ciego al estado de infeccion de los cerdos en necropsia. Se realizaron las necropsias completas en todos los cerdos.
Un porcentaje estimado del pulmén con neumonia extremadamente visible se registré para cada cerdo basandose
en un sistema de puntuacién previamente discreto (P. G. Halbur ef al., 1995, supra). Otras lesiones tal como
agrandamiento de los ganglios linfaticos se indicaron separadamente. Las secciones para examen histopatolégico
se recogieron del turbinado nasal, pulmones (siete secciones) (id.), corazén, cerebro, ganglios linfaticos
(traqueobronquial, iliaco, mesentérico, subinguinal), tonsila, timo, higado, vesicula biliar, bazo, articulaciones,
intestino delgado, colon, pancreas, y rifion. Los tejidos se examinaron de una manera ciega y se proporciond una
puntuacion subjetiva de la gravedad de pulmoén, ganglio linfatico, y lesiones de higado como se describe en el
Ejemplo 7. Las puntuaciones de pulmén varian entre 0 (normal) y 3 (neumonia intersticial linfohistiocitica grave). Las
puntuaciones de higado varian entre 0 (normal) y 3 (hepatitis linfohistiocitica grave). Las puntuaciones de ganglios
linfaticos eran para una cantidad estimada de agotamiento de foliculos que varian entre 0 (normal o sin agotamiento
linfoide) a 3 (agotamiento linfoide grave y reemplazo histiocitico de foliculos).

Para determinar la patogenicidad de PCV1, PCV2, PCV1-2 quimérico y clones de ADN de PCV2-1 reciproco
quimérico en cerdos, se examinaron primero las lesiones macroscopicas. Los resultados se muestran en la Tabla 9
mas adelante. Ganglios linfaticos de animales del Grupo 1 de control no inoculados eran normales a tanto 21 como
49 DPI. Cerdos en los cuatro grupos inoculados tenian grados variables de lesiones macroscopicass limitadas a los
Ganglios linfaticos. En los cerdos del Grupo 2 inoculados con PCV1, Ganglios linfaticos eran manifiestamente
normales a 21 DPI, sin embargo, inflamacion suave a moderada y decoloracion de los ganglios linfaticos se detecto
en 49 DPI. Todos los cerdos del Grupo 3 inoculados con PCV2 tenian los ganglios linfaticos agrandados de dos a
cinco veces el tamafio normal, que estaban firmes y agrandados a tanto 21 como 49 DPI. Ganglios linfaticos de
animales inoculados con PCV1-2 quimérico eran de inflamacion de suave a moderada y decolorados a tanto 21
como 49 DPI en 5 de 7 cerdos. En los cerdos del Grupo 5, inoculados con el clon de PCV2-1, 1 de 8 animales tenian
inflamacién suave y decoloracion de los ganglios linfaticos en 21 DPI. Las puntuaciones medias de las lesiones
macroscopicas de los ganglios linfaticos en cerdos inoculados con clon quimérico de PCV1-2 no eran
significativamente diferentes de las de los grupos 1, 2, y 5, pero estadisticamente diferentes de las de los cerdos del
grupo 3 inoculados con PCV2 patégeno a tanto 21 como 49 DPI. Las puntuaciones promedio de lesiones linfoides
macroscopicas el 49 DPI de los animales inoculados con PCV1, PCV2, y PCV1-2 no eran significativamente
diferentes entre si, pero eran significativamente diferentes de las puntuaciones medias de lesiones macroscoépicas
de los grupos 1y 5.

A continuacion, se examinaron las lesiones microscopicas. Los resultados se muestran en la Tabla 10 mas adelante.
No se detectaron lesiones microscopicas en ninguno de los cerdos de control del Grupo 1 no inoculados o cerdos
del Grupo 2 inoculados con PCV1 en cualquier DPI. Las lesiones de control microscépicas caracterizadas por
neumonia peribronquiolar linfoplasmocitica e histiocitica broncointersticial, se observaron en 1 de 8 de los cerdos
inoculados con PCV2. En los animales inoculados con PCV1-2 y PCV2-1, se observaron lesiones microscopicas en
los pulmones. No se observaron lesiones en los timos de ninguno de los cerdos inoculados. Miocarditis
linfoplasmocitica multifocal suave se observé en 2 de 8 cerdos en el grupo inoculado con PCV2. Los tejidos
cardiacos de animales inoculados con PCV1-2 y PCV2-1 estaban libres de lesiones microscopicas. Se observo
nefritis intersticial multifocal linfoplasmocitica en 4 de 8 cerdos en el grupo inoculado con PCV2, en 2 de 7 cerdos
inoculados con PCV1-2 y en 1 de 8 cerdos inoculados con PCV2-1. Agotamiento linfoide de suave a moderado y
reemplazo histiocitico de foliculos se observaron en la tonsila en 5 de 8 cerdos, en el bazo en 3 de 8 cerdos, y en los
ganglios linfaticos en 8 de 8 cerdos en el grupo inoculado con PCV2. En los animales inoculados con PCV1-2
quimérico, se observaron agotamiento linfoide suave y reemplazo histiocitico de foliculos en los ganglios linfaticos de
2 de 7 cerdos pero no se detectaron ni en el bazo ni tonsilas. No se observé supresién linfoide ni reemplazo
histiocitico de foliculos en los ganglios linfaticos, bazo o tonsilas de los animales inoculados con PCV2-1 quimérico
reciproco. Se observo hepatitis linfoplasmocitica moderada a suave en 7 de los 8 cerdos inoculados con PCV2. Se
observé en hepatitis linfoplasmocitica suave 2 de los 7 cerdos inoculados con PCV1-2 quimérico. No se observé
hepatitis linfoplasmocitica en cerdos inoculados con PCV2-1 quimérico reciproco. Las lesiones en otros tejidos no
eran importantes.

Las lesiones microscopicas en el pulmon, higado, y ganglios linfaticos se puntuaron de acuerdo con un sistema de
puntuacion publicado (P. G. Halbur et al., 1995, supra). Los resultados se muestran en la Tabla 10 mas adelante.
Las puntuaciones medias de lesiones en los ganglios linfaticos en cerdos del Grupo 4 inoculados con PCV1- 2
quimérico eran similares a los de los grupos 1, 2 y 5 pero eran estadisticamente diferentes de los cerdos del Grupo
3 inoculados con PCV2 patégeno, a tanto 21 como 49 DPI. Las puntuaciones promedio de lesiones de higado
microscopicas del grupo de inoculado con PCV1-2 quimérico el 21 DPI eran estadisticamente diferentes de los
animales del Grupo 3 inoculados con PCV2 pero eran similares a los de los cerdos de los Grupos 1,2y 5 en 21 DPI.
El 49 DPI, las puntuaciones medias de higado microscopicas de los cerdos inoculados con PCV1-2 quimérico del
30
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Grupo no eran estadisticamente diferentes de los cerdos de los Grupos 1, 2, 3 y 5. No existian sistemas de
puntuacion aceptables para los otros tejidos u 6rganos.

Tabla 9. Lesiones macroscoépicas de ganglios linfaticos en Cerdos de Control e inoculados

DPIP
Grupo Inoculo™ 21 49
1 PBS 0/4({0,0) 0/4(0,0)
2 ADN de PCWV1 0/4(0,0) 4/4(1,5)
3 ADN de PCWV2 4/4(2,5) 4/4(2 ,25)
a ADN de pcvi-2 2/3(0,66) 3/4(1,25)
5 ADNMN de pcowe-q 1/4(0,25) 0/4(0,0)

@ Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) usada como control negativo. Los inéculos
eran PCV gendmico clonado o ADN quimérico de PCV en plasmido pSK

® A cuatro cerdos de cada grupo se les practicd necropsia el 21 DPl y a los cerdos

restantes se les practicé necropsia el 49 DPI; nimero de positivos / numero de ensayados.

Numero con lesiones / numero de ensayados (intervalo de agrandamiento de de ganglios
linfaticos de forma grave)
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Ejemplo 18
Serologia

Se recogio6 sangre de todos los cerdos en -2, 7, 14, 21, 28, 35, 42 y 49 DPI. Los anticuerpos en suero para PRRSV
se ensayaron usando Herd Check PRRSV ELISA (Laboratorios IDEXX, Westbrook, MA). Los anticuerpos en suero
para PPV se detectaron mediante un ensayo de inhibicién de hemoaglutinacion (HI) (H. S. Joo et al., "A standardized
haemagglutination inhibition test for porcine parvovirus antibody," Aust. Vet. J. 52: 422 - 424 (1976)). Los anticuerpos
en suero para PCV2 se detectaron mediante un ELISA indirecto modificado basado en la proteina de la capsida de
ORF2 recombinante de PCV2 como se ha descrito en el presente documento anteriormente (véase también P.
Nawagitgul et al., "Modified indirect porcine circovirus (PCV) type 2-based and recombinant capsid protein (ORF2)-
based ELISA for the detection of antibodies to PCV," Immunol. Clin. Diagn. Lab Immunol. 1: 33 - 40 (2002)). Los
anticuerpos en suero para PCV se detectaron mediante un ensayo de inmunofluorescencia indirecto (1 FA). Las
células PK-15 infectadas con PCV1 se desarrollaron sobre portaobjetos de camara de ocho pocillos LabTek. Cuando
las células PK-15 infectadas alcanzaron aproximadamente el 95 - 100% de confluencia, las células infectadas se
fijaron con una solucién que contenia 80% de acetona y 20% de metanol a 4°C durante 20 min. Las células fijadas
se lavaron una vez con tampén PBS. Cien microlitros de muestra de suero de cerdo diluida 1:10 en PBS se anadi6
a las camaras, y se incubd durante 1 hora a 37°C. Las células después se lavaron tres veces con PBS y se
incubaron durante 45 min. a 37°C con anticuerpo secundario anti-cerdo de cabra marcado con FITC. Los
portaobjetos se lavaron posteriormente tres veces con PBS, se montaron con Fluoromount-G, con cubreobjetos y se
examinaron en un microscopio fluorescente. Para el control positivo, células infectadas con PCV1 se incubaron con
un anticuerpo monoclonal especifico de PCV1 diluido (regalo del Dr. G. M. Allan), seguido de una incubacién con
IgG anti-ratén de cabra marcado con FITC (Laboratorios Kirkegaard y Perry, Inc., Gaithersburg, Md.). Para el control
negativo, células infectadas con PCV1 se incubaron con suero de cerdo diluido 1:10 sin anticuerpo PCV1 y PCV2,
seguido de una incubacion con IgG anti-cerdo de cabra marcado con FITC (Laboratorios Kirkegaardy Perry, Inc.,
Gaithersburg, Md.).

Ejemplo 19
Deteccion de PCR

Para detectar viremia de PCV1, PCV2, PCV1-2 quimérico y PCV2-1 quimérico reciproco en sueros de cerdos
inoculados, muestras de suero recogidas en diferentes DPI se ensayaron mediante PCR. El ADN viral se extrajo de
100 pl de cada muestra de suero usando reactivo DNAzol de acuerdo con el protocolo del fabricante (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH). EI ADN extraido se volvi6 a suspender en agua sin ADNasa, ARNasa y
proteinasa. Para amplificar las secuencias gendémicas especificas de clon de PCV1, PCV2, PCV1-2 quimérico y
PCV2-1 quimérico reciproco, se disefiaron dos conjuntos de pares de cebadores de PCR anidados (Tabla 6,
anterior). El primer conjunto de cebadores anidados se disefid basandose en las secuencias de PCV1 publicadas.
Cebadores Gen.PCV1 establecidos en la SEC ID N°:20 y Orf.PCV1 establecidos en la SEC ID N°:19 amplificaron un
fragmento de 400 pares de bases en la presencia del genoma PCV1. Los cebadores anidados. Gen.PCV1 anidado
establecido en la SEC ID N°:22 y Orf.PCV1 anidado establecido en la SEC ID N°:21, amplificaron un fragmento de
220 pares de bases.

Para detectar viremia de PCV2, el par de cebadores de PCV2 Gen.PCV2 establecido en la SEC ID N°24 y
Orf.PCV2 establecido en la SEC ID N°:23 amplificaron un fragmento de 900 pares de bases en la presencia de
PCV2 en la primera ronda de PCR. Los cebadores Gen.PCV2 anidados establecidos en la SEC ID N° 26 y
Orf.PCV2 anidados establecidos en la SEC ID N°:25 amplificaron un fragmento de 600 pares de bases en la PCR
anidada.

Para detectar viremia de PCV1-2 quimérico, la primera ronda de la reaccion de la PCR emple6 el cebador especifico
de PCV1 Gen.PCV1 establecido en la SEC ID N° 20 y el cebador especifico de ORF2 de PCV2 Orf. PCV2
establecido en la SEC ID N° 23 para amplificar un fragmento quimérico de 580 pares de bases. Para la PCR
anidada, cebador especifico de PCV1 .Gen.PCV1 anidado establecido en la SEC ID N°: 22 y el cebador especifico
de ORF2 de PCV2 anidado Orf.PCV2 establecido en la SEC ID N°: 25 se usaron para amplificar un fragmento
quimérico de 370 pares de bases.

Para detectar viremia de PCV2-1 quimérico reciproco, la primera ronda de PCR empled el cebador Gen.PCV2
especifico de PCV2 establecido en la SEC ID N° 24 y el cebador especifico de ORF2 de PCV1 Orf.PCV1
establecido en la SEC ID N° 19 para amplificar un fragmento quimérico de 700 pares de bases. Para la PCR
anidada, el cebador especifico de PCV2 anidado Gen.PCV2 establecido en la SEC ID N°: 26 y el cebador especifico
de ORF2 de PCV1 anidado Orf.PCV1 establecido en la SEC ID N°:21 se usaron para amplificar un fragmento de 460
pares de bases quimérico. Todos los parametros de PCR eran esencialmente los mismos, que constan de 38 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C durante 50 min., hibridacién a 45°C durante 1 min., y extension a 72°C durante 1,5 min.
Las muestras de suero de cerdos de control negativos se ensayaron mediante un ensayo de diagnostico PCR-RFLP,
que puede detectar y diferenciar tanto PCV1 como PCV2 como se ha descrito anteriormente (M. Fenaux et al.,
"Genetic characterization of type 2 porcine circovirus (PCV-2) from pigs with postweaning multisystemic wasting
syndrome in different geographic regions of North America and development of a differential PCR-restriction fragment
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length polymorphism assay to detect and differentiate between infections with PCV-1 and PCV-2, "J. Clin. Microbiol.
38: 2494 - 503 (2000)). Los productos de PCR de animales seleccionados en cada grupo se secuenciaron para
verificar el origen del virus que infecta a los cerdos.

Ejemplo 20
Inmunohistoquimica (IHC)

La deteccion IHC de antigeno especifico de PCV2 se realizé sobre tejidos de ganglios linfaticos recogidos de todos
los cerdos a los que se les practicd necropsia 21 y 49 DPI. Un antisuero policlonal de conejo contra PCV2 se us6
para la IHC, de acuerdo con los procedimientos generales descritos anteriormente (S. D. Sorden et al.,
"Development of a polyclonal-antibody-based immunohistochemical method for the detection of type 2 porcine
circovirus in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue," J. Vet. Diagn. Invest. 11: 528 - 530 (1999)).

Basandose en la tincion por IHC de antigeno especifico de PCV2, tejidos linfoides de los cerdos control no
inoculados, inoculados con PCV1 y PCV2-1 eran negativos para antigeno de PCV2. El antigeno de PCV2 se detecto
en tejidos linfoides de 7 de 8 animales en el grupo inoculado por PCV2. El antigeno de PCV2 también se detect6 en
tejido linfoide de 1 de 7 cerdos del grupo inoculado con PCV1-2 quimérico.
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aaatttctga
aacaaggtac
cattcaataa
ttggetttct
ttcttcacaa
tcgccaacaa
tcttoggaag

ccattecttct

gtgcgctggt

gcgttaccgc
cccctggete
cacccgecte
ctgggcyggtyg
caacaaaatc
geccctgctecc
tgataacttt
ccgccataca
tcttgactcce
gctacaaacc
atacgaccadg
taaagacccc
gactcagtaa
gcccecoctteo
ccgatagaga
attgctggta
agtcaatgga
gtcatcaata
tttccagtat
aggtggccce

cactttcaaa

caaacgttac
tcacagcagt
gtaagttgcec
cgatatggca
aattagcgaa
taaaataatc
gattattcag
tgctgggcat

aatacttaca

agaagaagac
gtccaccccc
tcccgecacct
gacatgatga
tctatacecct
cccatcaccc
gtaacaaagg
atcccccaac
accattgatt
tctagaaatg
gactacaata
ccacttaaac
tttatttcat
tccgtggatt
gcttctacag
atcagaatac
tatcgatcac
acaaccactt
gtggtttecyg
acaatgacgt

agttcagcca
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agggtgctgce
agacaggtca
ttctttactg
gcgggcaccco
ccecctggagg
aaatagggag
cgtgaacacc
gttgctgctg

gcgecacttet

accgocccocg
gccaccgcta
tcggatatac
gétttaatat
ttgaatacta
agggtgatag
ccacagccct
ccttcteccta
acttccaacc
tggaccacgt
tccgtgtaac
cctaaatgaa
atggaaattc
gttctgtage
ctgggacage
tgcgggcoccaa
acagtctcag
cttcaccatg
ggtctgcaaa
gtacattggt

gcccgcgg

tctgecaacgg
ctccgttgtc
caatattctt
aaataccact
tgaggtgttc
attgggagct
caccttttat
aggtgctgcc

ttcgttttea

cagccatctt
ccgttggaga
tgtcaaggct
tgacgacttt
cagaataaga
gggagtgggc
aacctatgac
ccactcccgt
aaataacaaa
aggcctcgge
catgtatgta
taataaaaac
agggcatggg
attcttccaa
agttgaggag
aaaaggtaca
tagatcatcc
gtaaccatcc
attagcagcc

cttccaatca
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tcaccagact
cttgagatcg
tattctgctg
tcactttatt
gtcctteccte
ccecgtatttt
gtggttgggg
gaggtgctgc

gctatgacgt

ggccagatce
aggaaaaatg
accacagtca
gttccceccgg
aaggttaagg
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<210> 2
<211>17.73
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 2

ggtaccteccg tggattgttc tccagcagtc ttccaaaatt gcaaagtagt
tagagagctt ctacagctgg gacagcagtt gaggagtacc attcctgggg
ctggtaatca aaatactgcg ggccaaaaaa ggaacagtac cccctttagt

aatggatacc ggtcacacag tctcagtaga tcatcccaag gtaaccagcco
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tccaaaacaa caacttcttc tccatgatat ccatcccacc acttatttct actaggctte 300
cagtaggtgt ccctaggctc agcaaaatta cgggcccact ggcectcttccocce acaaccggge 360
gggcccacta tgacgtgtac agctgtcecttc caatcacgct.gctgcatctt cccgctecact 420
ttcaaaagtt cagccagccc gcggaaattt ctcacatacyg ttacaggaaa ctgctcgget 480
acagtcacca aagaccccgt ctccaaaagg gtactcacag cagtagacag gtcgotgogco 540
ttccectggt teccgeggage tccacacteog ataagtatght ggecttcttt actgcagtat 600
tctttattet gectggteggt tcctttcocget ttectcgatght ggcagcocggge accaaaatac 660
cacttcacct tgttaaaagt ctgcttctta gcaaaattcg caaacccctg gaggtgagga 720
gttctaccct cttccaaacc ttececteocgeca caaacaaaat aatcaaaaag ggagattgga 780
agctccegta ttttgttttt ctecteocteg gaaggattat taagggtgaa cacccaccte 840
ttatggggtt gcgggcegcet tttcttgcectt ggcattttca ctgacgctge cgaggtgctg 900
ccgectgecga agtgcocgoctgg taatactaca gcagcocgcact toctttcactt ttataggatg 960
acgtatccaa dgaggcgtta ccgcagaaga agacaccgcc cccgcagcca tcttggccag 1020
atcctceogec goocgeccctyg gotocgtoccac ccocccgecace gcoctacogttg gagaaggaaa 1080
aatggcatct tcaacaccecg cctcteccege accttcggat atactgtcaa ggctaccaca 1140
gtcagaacgc cctcctgggd ggtggacatg atgagattta atattgacga ctttgttccc 1200
ccgggagggy ggaccaacaa aatctctata ccocctttgaat actacagaat aagaaaggtt 1260
aaggttgaat tctggccctg ctecccccate acccagggtg ataggggagt gggctccact 1320
gctgttattec tagatgataa ctttgtaaca aaggccacag ccctaaccta tgacccatat 1380
gtaaactact cctccocgeea tacaatccce caacccttct ecctaccacte cegttactte 1440
acacccaaac ctgttcttga ctccaccatt gattacttcc aaccaaataa caaaaggaat 1500
cagctttgga tgaggctaca aacctctaga aatgtggacc acgtaggcct cggecactgeg 1560
ttecgaaaaca gtatatacga ccaggactac aatatccgtg taaccatgta tgtacaattc 1620
agagaattta atcttaaaga ccccccactt aaaccctaaa tgaataaaaa taaaaaccat 1680
tacgatgtga taacaaaaaa gactcagtaa tttattttat atgggaaéag ggcacagggt 1740
gggtccactyg cttcaaatcg gccttegggt acce 1773

<210> 3

<211>702

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 3
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atgacgtatc caaggaggcg ttaccgcaga agaagacacc gcccccgecag ccatcttgge 60
cagatcctce gcecgecgccece ctggctcogte caccccogec accgcectaccg ttggagaagg 120
aaaaatggca tcttcaacac ccgecctctecce cgrcaccttcg gatatactgt caaggctace 180
acagtcagaa cgccctocctg ggcggtggac atgatgagat ttaatattga cgactttgtt 240
cccococgggag gggggaccaa caaaatctct atacccetttg aatactacag aataagaaag 300
gttaaggttg aattctggcc ctgctcccce atcacccagg gtgatagggg agtgggetce 360
actgctgtta ttctagatga taactttgta acaaaggcca cagccctaac ctatgaccca 420
tatgtaaact actcctcccecg ccatacaatc ccccaaccct tctecctacca ctcocccgttac 480
ttcacaccca aacctgttct tgactccacc attgattact tccaaccaaa taacaaaagg 540
aatcagcttt ggatgagget acaaacctct agaaatgtgg accacgtagg cctcggcact 600
gegttcgaaa acagtatata cgaccaggac tacaatatcc gtgtaaccat gtatgtacaa 660
ttcagagaat ttaatcttaa agacccccca cttaaaccct aa 102
<210> 4
<211> 233
<212> PRT
<213> Circovirus porcino
<400> 4
Met Thr Tyr Pre Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg
1 5 10 13
Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro
20 25 30
Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr Arg
35 40 45
Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Thr Thr Val Arg Thr
50 55 60
Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asp Asp Phe Val
65 70 75 80
Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser Ile Pre Phe Glu Tyr Tyr
85 20 95
Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Pro Ile Thr
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145

Fhe
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Gln

Asn

225
<210>5
<211> 30

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 5

Gly

al

130

Ser

Thr

Asp

Asp
210

Leu

Asp

115

Thzr

Arg

Pro

LYsS

His

195

Tyxr

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Gly

Ala

Thx

Pro

165

Asn

Glwy

Ile

Pro

gaaccgcggg ctggctgaac ttttgaaagt

<210>6
<211> 30
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 6

gcaccgcgga aatttctgac aaacgttaca

<210>7
<211> 21
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 7

tttggtaccc gaaggccgat t

<210>8

21

Wal

Thzx

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230
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Gly

Ala

135

Pro

Leu

Gl

Wal
215

Leu

30

30

Ser
120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thc

200

Th=

Lys

105

Thr

Thx

FPro

Ser

Met

185

Ala

Met

Pro

39

Ala

Tyxr

FPhe

Thxr

170

Arg

Phe

Tyxr

Val
Asp
Ser
155

Ile

Glu

Wal

Ile

Pro

140

Tarx

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Leu

125

Tyx

His

Tyx

Thr

Ser

205

Phe

110

Asp

Val

Ser

Fhe

Ser

1920

Ile

Arg

Asp

Asn

Arg

Sln

175

Arg

Tvr

Glu

Asn

Ty

Tyr

160

FPro

Asn

Asp

Phe
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<211>24
<212> ADN
<213> Circovirus porcino

<400> 8
attggtacct ccgtggattg ttct 24

<210>9

<211> 39

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 9
gaagttaacc ctaaatgaat aaaaataaaa accattacg 39

<210>10

<211> 37

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 10
ggtggcgcct ccttggatac gtcatcctat aaaagtg 37

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 11
aggttataag tggggggtct ttaagattaa 30

<210> 12

<211>27

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 12
ggaaacgtta ccgcagaaga agacacc 27

<210> 13

<211>35

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 13
actatagatc tttattcatt tagagggtct ttcag 35

<210> 14

<211>29

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 14
tacgggcatg catgacgtgg ccaaggagg 29

<210> 15

<211> 36
<212> ADN
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<213> Circovirus porcino

<400> 15
agacgagatc tatgaataat aaaaaccatt acgaag 36

<210> 16

<211> 31

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 16
cgtaagcatg cagctgaaaa cgaaagaagt g 31

<210> 17

<211>24

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 17
gctgaacttt tgaaagtgag cggg 24

<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 18
tcacacagtc tcagtagatc atccca 26

<210>19

<211> 21

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 19
ccaactttgt aaccccctcc a 21

<210> 20

<211>18

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 20
gtggacccac cctgtgec 18

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 21

ccagctgtgg ctccatttaa 20

<210> 22
<211> 29
<212> ADN

<213> Circovirus porcino
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<400> 22

ttcccatata aaataaatta ctgagtctt

<210> 23
<211>19
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 23

cagtcagaac gccctcctg

<210> 24
<211> 22
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 24

cctagaaaca agtggtggga tg

<210> 25
<211>19
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 25

ttgtaacaaa ggccacagc

<210> 26
<211>23
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 26

gtgtgatcga tatccattga ctg
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna viral que protege a un cerdo contra infeccion viral o sindrome de desmedro multisistémico post-
destete (PMWS) provocado por PCV2 caracterizada por comprender un vehiculo no toxico fisioldgicamente
aceptable, uno o mas adyuvantes y una cantidad inmunogénica de un miembro seleccionado entre el grupo que
consiste en:

(a) una molécula de acido nucleico quimérico de circovirus porcino (PCV1-2) caracterizada por tener una
molécula de acido nucleico que codifica un PCV1 no patégeno, que contiene el gen del marco abierto de
lectura 2 (ORF2) inmunogénico de un PCV2 patdogeno en lugar del gen ORF2 de la molécula de acido
nucleico de PCV1;

(b) una molécula de acido nucleico quimérico que tiene una secuencia de nucledtidos establecida en la SEC
ID N° 2, su hebra complementaria o una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 95 % de homologia
con la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 2;

(c) un plasmido o vector viral que contiene la molécula de acido nucleico quimérico de circovirus porcino
(PCV1-2), la hebra complementaria o la secuencia de nucleétidos que tiene al menos 95 % de homologia con
la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 2; y

(d) un circovirus porcino quimérico hecho de una molécula de acido nucleico quimérico de PCV1-2, en la que
el gen de la capsida de ORF2 de un PCV1 no patdégeno es reemplazado con el gen de la capsida de ORF2
de un PCV2 patdgeno,

y, opcionalmente, una cantidad inmunogénica de al menos un antigeno porcino adicional.

2. Lavacuna viral de acuerdo con la Reivindicacion 1, en la que dicha vacuna es una vacuna de ADN, una vacuna
viva, una vacuna viva modificada, una vacuna inactivada o una vacuna atenuada.

3. La vacuna viral de acuerdo con la Reivindicacion 1, en la que el antigeno porcino adicional opcional es un virus
de sindrome porcino reproductor y respiratorio (PRRSV), parvovirus porcino (PPV) o ambos.

4. La vacuna viral de acuerdo con la Reivindicacion 1, en la que el adyuvante es hidroxido de aluminio, complejos
inmunoestimulantes, un polimero o copolimero de bloqueo no iénicos, una citoquina, saponina, monofosforil
lipido A, muramil dipéptido, sulfato de aluminio y potasio, enterotoxina termolabil o termoestable aislada de
Escherichia coli, toxina colérica o la subunidad B de la misma, toxina diftérica, toxina tetanica, toxina pertussis,
adyuvante incompleto o completo de Freund o una combinacién de los mismos.

5. La vacuna viral de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, para su uso en la proteccién de un
cerdo contra infeccion viral o sindrome de desmedro multisistémico post-destete (PMWS) provocado por PVC2.
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Fig. 1
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Fig. 2A

Fig. 2B
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Figs. 3A - 3D
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Figs. 4A - 4D
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B
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Fig. 6
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Figs. TA-7J
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anti-PCV1 ORF2 anti-PCV2
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Fig. 8

AAATTTCTGACAAACGTTACAGGGTGCTGCTCTGCAACGGTCACCAGACTCCCGCTCTCC
AACAAGGTACTCACAGCAGTAGACAGGTCACTCCGTTGTCCTTGAGATCGAGGAGCTCCA
CATTCAATAAGTAAGTTGCCTTCTTTACTGCAATATTCTTTATTCTGCTGATCAGTTCCT
TTGGCTTTCTCCGATATGGCAGCGGGCACCCAAATACCACTTCACTTTATTAAAAGTTTGC
TTCTTCACAAAATTAGCGAACCCCTGGAGGTGAGGTGTTCGTCCTTCCTCATTACCCTCC
TCGCCAACAATAAAATAATCAAATAGGGAGATTGGGAGCTCCCGTATTTTCTTGCGCTCG
TCTTCGGAAGGATTATTCAGCGTGAACACCCACCTTTTATGTGGTTGGGGTCCGCTTCTT
CCATTCTTCTTGCTGGGCATGTTGCTGCTGAGGTGCTGCCGAGGTGCTGCCGCTGCCGAA
GTGCGCTGGTAATACTTACAGCGCACTTCTTTCGTTTTCAGCTATGACGTATCCAAGGAG
GCGTTACCGCAGAAGAAGACACCGCCCCCGCAGCCATCTTGGCCAGATCCTCCGCCGCCG
CCCCTGGCTCGTCCACCCCCGCCACCGCTACCGTTGGAGAAGGAAAAATGGCATCTTCAA
CACCCGCCTCTCCCGCACCTTCGGATATACTGTCAAGGCTACCACAGTCAGAACGCCCTC
CTGGGCGGTGGACATGATGAGATTTAATATTGACGACTTTGTTCCCCCGGGAGGGGGGAC
CAACAAAATCTCTATACCCTTTGAATACTACAGAATAAGAAAGGTTAAGGTTGAATTCTG
GCCCTGCTCCCCCATCACCCAGGGTGATAGGGGAGTGGGCTCCACTGCTGTTATTCTAGA
TCGATAACTTTGTAACAAAGGCCACAGCCCTAACCTATGACCCATATGTAAACTACTCCTC
CCGCCATACAATCCCCCAACCCTTCTCCTACCACTCCCGTTACTTCACACCCARAACCTGT
TCTTGACTCCACCATTGATTACTTCCAACCAAATAACAAAAGGAATCAGCTTTGGATGAG
GCTACAAACCTCTAGAAATGTGGACCACGTAGGCCTCGGCACTGCGTTCGAAAACAGTAT
ATACGACCAGGACTACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAATTCAGAGAATTTAATCT
TAAAGACCCCCCACTTAAACCCTAAATGAATAATAAAAACCATTACGAAGTGATAAAAAA
GACTCAGTAATTTATTTCATATGGAAATTCAGGGCATGGGGGGGAAAGGGTGACGAACTG
GCCCCCTTCCTCCGTGGATTGTTCTGTAGCATTCTTCCAAAATACCAAGAAAGTAATCCT
CCGATAGAGAGCTTCTACAGCTGGGACAGCAGTTGAGGAGTACCATTCCAACGGGGTCTG
ATTGCTGGTAATCAGAATACTGCGGGCCAAAAAAGGTACAGTTCCACCTTTAGTCTCTAC
AGTCAATGGATATCGATCACACAGTCTCAGTAGATCATCCCACGGCAGCCAGCCATAAAA
GTCATCAATAACAACCACTTCTTCACCATGGTAACCATCCCACCACTTGTTTCTAGGTGG
TTTCCAGTATGTGGTTTCCGGGTCTGCAAAATTAGCAGCCCATTTGCTTTTACCACACCC
AGGTGGCCCCACAATGACGTGTACATTGGTCTTCCAATCACGCTTCTGCATTTTCCCGCT
CACTTTCAAAAGTTCAGCCAGCCCGCGG
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Fig. 9

GGTACCTCCGTGGATTGTTCTCCAGCAGTCTTCCAAAATTGCAAAGTAGTAATCCTCCGA
TAGAGAGCTTCTACAGCTGGGACAGCAGTTGAGGAGTACCATTCCTGGGGGGCCTGATTG
CTGGTAATCAAAATACTGCGGGCCAAAAAAGGAACAGTACCCCCTTTAGTCTCTACAGTC
AATGGATACCGGTCACACAGTCTCAGTAGATCATCCCAAGGTAACCAGCCATAAAAATCA
TCCAAAACAACAACTTCTTCTCCATGATATCCATCCCACCACTTATTTCTACTAGGCTTC
CAGTAGGTGTCCCTAGGCTCAGCAAAATTACGGGCCCACTGGCTCTTCCCACAACCGGGC
GGGCCCACTATGACGTGTACAGCTGTCTTCCAATCACGCTGCTGCATCTTCCCGCTCACT
TTCAAAAGTTCAGCCAGCCCGCGGAAATTTCTCACATACGTTACAGGAAACTGCTCGGCT
ACAGTCACCAAAGACCCCGTCTCCAAAAGGGTACTCACAGCAGTAGACAGGTCGCTGCGC
TTCCCCTGGTTCCGCGGAGCTCCACACTCGATAAGTATGTGGCCTTCTTTACTGCAGTAT
TCTTTATTCTGCTGGTCGGTTCCTTTCGCTTTCTCGATGTGGCAGCGGGCACCAAAATAC
CACTTCACCTTGTTAAAAGTCTGCTTCTTAGCAAAATTCGCAAACCCCTGGAGGTGAGGA
GTTCTACCCTCTTCCAAACCTTCCTCGCCACAAACAAAATAATCAAAAAGGGAGATTGGA
AGCTCCCGTATTTTGTTTTTCTCCTCCTCGGAAGGATTATTAAGGGTGAACACCCACCTC
TTATGGGGTTGCGGGCCGCTTTTCTTGCTTGGCATTTTCACTGACGCTGCCGAGGTGCTG
CCGCTGCCGAAGTGCGCTGGTAATACTACAGCAGCGCACTTCTTTCACTTTTATAGGATG
ACGTATCCAAGGAGGCGTTACCGCAGAAGAAGACACCGCCCCCGCAGCCATCTTGGCCAG
ATCCTCCGCCGCCGCCCCTGGCTCGTCCACCCCCGCCACCGCTACCGTTGGAGAAGGAAA
AATGGCATCTTCAACACCCGCCTCTCCCGCACCTTCGGATATACTGTCAAGGCTACCACA
GTCAGAACGCCCTCCTGGGCGGTGGACATGATGAGATTTAATATTGACGACTTTGTTCCC
CCGGGAGGGGGGACCAACAAAATCTCTATACCCTTTGAATACTACAGAATAAGAAAGGTT
AAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCCATCACCCAGGGTGATAGGGGAGTGGGCTCCACT
GCTGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGCTCACAGCCCTAACCTATGACCCATAT
GTAAACTACTCCTCCCGCCATACAATCCCCCAACCCTTCTCCTACCACTCCCGTTACTTC
ACACCCAAACCTGTTCTTGACTCCACCATTGATTACTTCCAACCAAATAACAAAAGGAAT
CAGCTTTGGATGAGGCTACAAACCTCTAGAAATGTGGACCACGTAGGCCTCGGCACTGCG
TTCGAAAACAGTATATACGACCAGGACTACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAATTC
AGAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAAACCCTAAATGAATAAAAATAAAAACCAT
TACGATGTGATAACAAAAAAGACTCAGTAATTTATTTTATATGGGAAAAGGGCACAGGGT
GGGTCCACTGCTTCAAATCGGCCTTCGGGTACC
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Fig. 10

ATGACGTATCCAAGGAGGCGTTACCGCAGAAGAAGACACCGCCCCCGCAGCCATCTTGGC
CAGATCCTCCGCCGCCGCCCCTGGCTCGTCCACCCCCGCCACCGCTACCGTTGGAGAAGG
AAAAATGGCATCTTCAACACCCGCCTCTCCCGCACCTTCGGATATACTGTCAAGGCTACC
ACAGTCAGAACGCCCTCCTGGGCGGTGGACATGATGAGATTTAATATTGACGACTTTGTT
CCCCCGGGAGGGGGGACCAACAAAATCTCTATACCCTTTGAATACTACAGAATAAGARAAG
GTTAAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCCATCACCCAGGGTGATAGGGGAGTGGGCTCC
ACTGCTGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGCCACAGCCCTAACCTATGACCCA
TATGTAAACTACTCCTCCCGCCATACAATCCCCCAACCCTTCTCCTACCACTCCCGTTAC
TTCACACCCAAACCTGTTCTTGACTCCACCATTGATTACTTCCAACCAAATAACAAAAGG
AATCAGCTTTGGATGAGGCTACAAACCTCTAGAAATGTGGACCACGTAGGCCTCGGCACT
GCGTTCGAAAACAGTATATACGACCAGGACTACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAA
TTCAGAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAAACCCTAA
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Fig. 11

MTYPRRRYRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFGYTVKAT
TVRTPSWAVDMMRFNIDDFVPPGGGTNKISIPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGS
TAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKR
NOQLWMRLQTSRNVDHVGLGTAFENSIYDQDYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLKP*

* Codon de terminacion de traduccion
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