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DESCRIPCION
Vacunas de subunidades contra el PRRSV
Lista de secuencias

Esta solicitud esta acompafiada por una Lista de Secuencias impresa, y también se ha presentado con un contenido
idéntico en forma de un archivo de ASCII legible por ordenador en un CD-ROM.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion concierne en lineas generales a vacunas contra el sindrome reproductor y respiratorio porcino
(PRRS). Mas particularmente, la invenciéon concierne a la prevencion del PRRS en cerdos mediante la
administracion de una vacuna que comprende subunidades del ADN del virus PRRS (PRRSV). Aun mas
particularmente, la invencion se refiere al uso de porciones seleccionadas del ORF 1 tanto solas como junto con
otras porciones del genoma del PRRSV o junto con otras vacunas contra el PRRSV.

Descripcion de la técnica anterior

El PRRS es una importante enfermedad en la industria porcina en todo el mundo. El PRRS esta causado por una
infeccion por el PRRSV. Actualmente, existen vacunas de virus vivos modificados (MLV) que cuando se usan
correctamente, proporcionan proteccion a los cerdos frente a la enfermedad clinica resultante de una infeccion por el
PRRSV. Las vacunas de PRRS MLV requieren la replicacion en el animal vacunado con objeto de asegurar que se
induce una respuesta inmunitaria eficaz (por ejemplo, véase Meng, X J, Heterogeneity of Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome Virus: Implications for Current Vaccine Efficacy and Future Vaccine Development; 74 Vet.
Micro., 309 - 329 (2000)). Sin embargo, dicha replicacién presenta problemas ya que el PRRS MLV puede
permanecer en el animal durante varias semanas después de la vacunacion y también puede ser diseminado a otros
cerdos negativos para el PRRSV. La diseminaciéon del PRRS MLV a partir de animales vacunados puede ser un
problema en algunas explotaciones porcinas que no tienen establecidas unas buenas medidas de bioseguridad para
prevenir la diseminacion del PRRS MLV desde los animales vacunados hacia la poblacién sin exposicion previa al
PRRSV. Aunque se han usado millones de dosis del PRRS MLV sin preocupaciones, también existen informes
esporadicos en la bibliografia relativos a la capacidad del PRRS MLV de revertir hacia una cepa mas virulenta, la
cepa natural del PRRSV. Se han realizado intentos de resolver los problemas de la diseminacién del PRRS MLV y la
posible reversiéon hacia virulencia también mediante la utilizaciéon de una vacuna formada por virus inactivados del
PRRS (es decir, PRRS KV). Sin embargo, la investigacion ha demostrado que a pesar del hecho de que el PRRS
KV puede inducir una fuerte respuesta humoral en los cerdos vacunados, no es eficaz en la prevencion de la
enfermedad asociada al PRRS.

Consecuentemente, lo que se necesita en la materia es un método de vacunacion y una vacuna que puedan inducir
una respuesta inmunitaria protectora sin los problemas relacionados con el PRRS MLV. Preferiblemente, la
administracion de la vacuna no se replicaria de forma activa en el animal vacunado e induciria una fuerte respuesta
inmunitaria humoral y celular.

Sumario de la invencién

La presente invencion resuelve los problemas inherentes y la técnica anterior proporciona un avance significativo en
el estado de la técnica proporcionando vacunas de ADN del PRRSV. Tedéricamente, la vacuna de plasmido de ADN
que expresa el antigeno del PRRS sirve como molde para sintetizar los antigenos del PRRSV (es decir, como un
PRRS MLV), pero también tiene la caracteristica de no replicarse activamente en el animal (es decir, como un PRRS
KV). Los inmundgenos protectores necesarios para inducir una respuesta protectora en el hospedador frente al
PRRSV no se conocen. Dado que el PRRS MLV puede inducir una respuesta protectora en un cerdo vacunado, se
cree que la replicacién del PRRS MLV en el animal vacunado debe inducir una fuerte respuesta inmunitaria tanto
humoral como celular en el animal vacunado.

El ORF1 del PRRSV codifica para la maquinaria de replicacion necesaria para la replicacion del PRRSV y la
generacion de una nueva progenie. El ORF1 tiene dos regiones, denominadas ORF1a y ORF1b, que comprenden el
complejo de la replicasa del ORF1 (Dea, et al., Current Knowledge on the Structural Proteins of Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome (Prrs) Virus: Comparison of the North American and European Isolates; 145
(4) Archives of Virology, 659 - 688 (2000)). Se cree que las proteinas codificadas por la replicasa son los
inmundgenos clave en otras familias de virus (Leitner et al., DAN and RNA-Based Vaccines: Principles, Progress
and Prospects; 18 Vaccine 765 - 777 (2000)). Cuando una célula es infectada por el PRRSV, la actividad de la
replicasa virica puede proporcionar un potente efecto coadyuvante ya que los antigenos asociados a la replicasa son
expresados durante la infeccion de la célula. Los antigenos asociados a la replicasa pueden servir como "sefiales de
peligro" generadas en las células transfectadas e inducir fuertes respuestas inmunitarias en el hospedador (es decir,
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IFN, HSP, apoptosis). Por lo tanto, las "sefales de peligro" asociadas a la replicasa podrian ser un factor clave en
por qué el PRRS MLV puede inducir una protecciéon, mientras que el PRRS no replicante (es decir, el antigeno
inactivado del PRRS KV) no confiere proteccién tras una exposicion.

El ORF1 tiene aproximadamente 12.000 nucledtidos de longitud, lo que dificulta la transfeccion y la expresion
adecuada en una célula eucariota. Por lo tanto, el ORF1 se dividié secuencialmente y arbitrariamente en secciones
menores mediante el uso de una inmunizacion con bibliotecas de expresion (ELI) como herramienta para determinar
los inmundgenos protectores de varios patdogenos. La ELI corta el genoma de un patdégeno en particular en
pequefos fragmentos que se clonan en un vector de vacuna de ADN y a continuacion se administra a un
hospedador para determinar si algun fragmento es capaz de inducir una respuesta inmunitaria (Johnston and Barry;
Genetic to Genomic Vaccination; 15 (8) Vaccine, 808 - 809 (1997)). Preferiblemente, la respuesta inmunitaria es
protectora. La invencién se fundamenta en la hipétesis de que las respuestas inmunitarias del hospedador frente a
las proteinas generadas por el ORF1 son esencialmente para la proteccion frente a la exposicion al PRRSV. Es
relativamente facil poner las regiones que codifican para los ORF del PRRSV 2 - 7 en un vector de vacuna de ADN,
dado que estos ORF tienen entre 317 - 720 nucledtidos de longitud. Como se ha mencionado anteriormente, el
tamafio de la region del ORF1 del PRRSV es de aproximadamente 12.000 nucleétidos de longitud. La colocacion de
una region de este tamafio en un vector de vacuna de ADN no seria susceptible de una transfeccién y posterior
expresion en una célula eucariota. Consecuentemente, era esencial romper la region del ORF1 en secciones mas
pequefas para asegurar mejor una expresion adecuada de todas las areas del ORF 1. La inmunizaciéon por
bibliotecas de expresién (ELI) se ha empleado como una herramienta para determinar los inmundgenos protectores
de varios patégenos. La ELI emplea el corte del genoma de un patégeno en particular en fragmentos pequefios.
Estos fragmentos pequefios son clonados a continuacion en un vector de vacuna de ADN y después administrados
al hospedador para determinar si algun fragmento es capaz de inducir una respuesta inmunitaria protectora. En el
presente documento, la técnica de ELJ se ha modificado para el desarrollo de una vacuna de ADN del PRRSV que
esta formada secuencialmente por la region codificante del ORF 1 del genoma del PRRSV. Este método se ha
denominado SELI (inmunizacién secuencial con bibliotecas de expresién). Esto contrasta con Barfoed et al., (DNA
Vaccination of Pigs with Open Reading Frame 1 - 7 of PRRS Virus; 22 Vaccine, 3628 - 3641 (2004)) que usaba la
totalidad de la region ORF1 como una vacuna de ADN.

Las vacunas de la presente invencién comprenden porciones del ORF1 del PRRSV solas, seleccionandose dichas
porciones del grupo que consiste en los ID. SEC. N° 2 - 6, 9 y combinaciones de los mismos, junto con otras
porciones del ORF1 del PRRSV, y junto con otras composiciones eficaces para generar una respuesta inmunitaria
frente a una infeccién por el PRRSV, incluyendo otras vacunas del PRRSV. Las porciones del ORF1 utiles para los
fines de la presente invencién tienen un tamafio suficiente para provocar una respuesta inmunitaria en un animal que
recibe la vacuna.

La(s) porcion(es) seleccionada(s) puede(n) ser clonada(s) en un vector de expresién adecuado. Algunos ejemplos
de vectores adecuados incluyen vectores de adenovirus, vectores de Shigella, pVC1650 (Valentis, Inc., Burlingame,
California), WRG720 (W. R. Grace, Nueva York, Nueva York) y pADNc3 (Invitrogen, Carlsbad, California). Algunos
vectores preferidos contienen el promotor inmediato temprano de citomegalovirus, el intrén A y una porcién de poli-a
adenilacién (por ejemplo, hormona de crecimiento bovina (BGH) u hormona de crecimiento humana (HGH)).
Adicionalmente, las proteinas codificadas del PRRSV podrian ser expresadas en un cultivo de células de insecto
mediante el uso de, por ejemplo, el sistema de expresidon de baculovirus. Después, dichas proteinas podrian
combinarse con un coadyuvante y administrarse. Por supuesto, los expertos en la materia serian capaces de
seleccionar los sistemas de expresion y los vectores adecuados que pueden dirigir la expresion de varios ORF del
PRRSYV en células eucariotas. Preferiblemente, después de la clonacién de las respectivas porciones del ORF1 en
un vector de expresion adecuado, se verifica la orientacion del clon.

En un ejemplo de la presente invencion, se selecciond el virus VR-2332 del PRRSV para su uso de acuerdo con la
presente invencion. Se usé el Genbank U87392 para generar 13 clones solapantes del ORF1. Este ORF1 incluye
12.071 pares de bases de nucledtidos. Las porciones tenian un tamafo que variaba entre 773 pb y 975 pb. Los
clones se denominaron con las letras A - M siendo el clon A (ID. SEC. N° 2) de 939 pb, siendo el clon B (ID. SEC. N°
3) de 957 pb, siendo el clon C (ID. SEC. N° 4) de 976, siendo el clon D (ID. SEC. N° 5) de 954 pb, siendo el clon E
(ID. SEC. N° 6) de 939 pb, siendo el clon F (ID. SEC. N° 7) de 957 pb, siendo el clon G (ID. SEC. N° 8) de 957 pb,
siendo el clon H (ID. SEC. N° 9) de 852 pb, siendo el clon | (ID. SEC. N° 10) de 917 pb, siendo el clon J (ID. SEC. N°
11) de 972 pb, siendo el clon K (ID. SEC. N° 12) de 966 pb, siendo el clon L (ID. SEC. N° 13) de 783 pb y siendo el
clon M (ID. SEC. N° 14) de 774 pb. Los clones A - H son de la region 1a y los clones | - M son de la region 1b del
ORF1. El clon A utiliza el auténtico codon de inicio ATG del ORF1A. El resto de los clones del ORF1 tenian un
codon de inicio ATG en marco afadido a sus cinco extremos principales. Cada uno de estos clones fue clonado
respectivamente en el vector de expresion de ADN pVC1650. Este vector contiene el promotor inmediato temprano
de citomegalovirus y el intrdn A, y dirigen la expresion de los varios ORF del PRRSV en células eucariotas. La Tabla
1 proporciona informacion relativa a cada clon y de qué regién de la secuencia de nucleétidos deriva cada clon.
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Tabla 1

Clones mediante inmunizacion secuencial con bibliotecas de expresion (SELI) del ORF1 del BIV del PRRSVa/1b

SELI del T - Nuclestid b | Estado Clonado en el thTa?monfde l.F,A desgue?
D. clon del amafo Regi6n ucledtidos que abarca ell "0\, - 4 expresion e la transfeccion mediante
(pares de clon (usando Genbank ; . el uso de suelo de
SEC. | ORF1 del clon . |pPVC1650 y orientacion . . .
bases) U87392 como referencia) 7 convaleciente porcino anti-
verificada
PRRSV

2 A 939 ORF1a 190 - 1128 4 @

3 B 957 ORF1a 1126 - 2082 4 S

4 C 976 ORF1a 2082 - 3057 v @

5 D 954 ORF1a 3037 - 3990 v @

6 E 939 ORF1a 3985 - 4923 4 @

7 F 957 ORF1a 4924 - 5880 v -

8 G 957 ORF1a 5863 - 6819 v -

9 H* 852 ORF1a 6808 - 7659 v @

10 I * 917 ORF1b 7735 - 8651 v -

11 J 972 ORF1b 8634 - 9605 v deébil ®

12 K 966 ORF1b 9588 - 10553 v -

13 L 783 ORF1b 10536 - 11318 v -

14 M 774 ORF1b 11298 - 12071 v -

* Nota: los clones originales H e | flanquean la regién de cambio de marco del ORF1a/1b menos 1 y se disefiaron

nuevos cebadores para dar unos productos ligeramente mas pequefios en la RT-PCR.

Cada porcion se utilizd después en varias combinaciones, asi como solas, en preparaciones de vacuna que
comprenden otros ORF del PRRSV.

En otro ejemplo se clonaron los clones A - M y los clones del ORF 2 - 6 en el vector de expresion pVC1650 y se
cloné un clon para el ORF7 en el vector de expresion WRG720. Por supuesto, los expertos en la materia seran
capaces de seleccionar los vectores adecuados. Adicionalmente, las secuencias de acidos nucleicos de la presente
invencién pueden ser producidas mediante técnicas convencionales, que incluyen, sin limitacion, clonacion
molecular comun, mutagénesis y técnicas de sintesis quimica de acidos nucleicos.

En un aspecto de la presente divulgacion, cada uno de los clones A - M se usé individualmente como un
componente de vacuna. Los animales se inmunizaron con la vacuna mediante su administracion a través de
cualquier medio convencional. Algunos ejemplos de métodos de administracién incluyen oral, transdérmica,
intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraocular, intraperitoneal, intrarrectal, intravaginal, intranasal, intragastrica,
intratraqueal, intrapulmonar o cualquier combinacion de las mismas. Los modos de administracion preferidos son
intramuscular, subcutaneo e intranasal. Si se desea o si fuera necesario, pueden administrarse inmunizaciones de
refuerzo una o varias veces en diversos intervalos. Después de la administracion de dicha vacuna se desencadena
una respuesta inmunitaria en el animal y se reducen los signos clinicos de la infeccion por el PRRSV en incidencia
y/o en gravedad después de la exposicidon a una forma virulenta del PRRSV.

En otro aspecto de la presente divulgacién, se administran combinaciones de los clones A - M a los animales como
se ha descrito anteriormente. Dichas combinaciones incluyen dos o mas de los clones mencionados anteriormente.
Debido a que algunos de estos clones (A, B, C, D, E, H y J) desencadenan una reaccion de IFA después de la
transfeccion mediante el uso de suero de convalecientes porcinos anti-PRRSV, se prefieren las combinaciones de
estos clones para los fines de la presente invencion.

En otro aspecto de la presente divulgacion, se usan los clones A - M, tanto individualmente como en combinaciones,
como se ha descrito anteriormente, en combinaciones con otro(s) ORF del PRRSV en preparaciones de vacuna.
Algunos ORF adecuados incluyen los ORF 2 - 7.

En otro aspecto de la presente invencion, se combina el ADN del ORF del PRRSV con otra vacuna del PRRSV,
segun se define en las reivindicaciones. Preferiblemente la vacuna es eficaz en la induccién de una respuesta
inmunitaria antes de la adicion del ADN del ORF1 del PRRSV.

En otro aspecto mas de la presente invencién, se proporciona un vector. Los vectores de acuerdo con la presente
invencion tienen insertado ADN foraneo (no derivado del vector) que comprende al menos una porcion del ADN del



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 546 933 T3

ORF1 del PRRSV, segun se define en las reivindicaciones. En las formas preferidas, el vector es un plasmido. Esta
segunda porcion se selecciona del grupo que consiste en al menos 21 nucleétidos contiguos de un ORF del PRRSV
distinto al ORF1, al menos 21 nucleétidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos. En las formas de
realizacién que tienen 21 nucledtidos contiguos del ORF1 adicionales, estos 21 nucledtidos son distintos de los al
menos 21 nucleétidos contenidos en la primera porcién del ADN del ORF1 del PRRSV.

Otro aspecto de la presente invencion engloba células hospedadoras que contienen los plasmidos de la invencion.
Esto incluiria los plasmidos creados mediante la introduccion de los diversos fragmentos del ORF1 segun se define
en las reivindicaciones. En las formas preferidas, el plasmido en la célula comprendera una segunda porcion del
ADN del PRRSV seleccionada del grupo que consiste en al menos 21 nucleétidos contiguos de un ORF del PRRSV
distinto al ORF1, al menos 21 nucleétidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos.

En otro aspecto de la presente invencion, las composiciones de la presente invencién son utiles en métodos para la
induccién de respuestas inmunitarias en animales, asi como para la prevenciéon completa o una reduccion en la
gravedad de las afecciones y los sintomas provocados por una infeccién por el PRRSV.

Las composiciones de la presente invencion pueden incluir coadyuvantes, transportadores, y/o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Segun se usa en el presente documento, se aplicaran las siguientes definiciones: "identidad de secuencia”, como se
sabe en la materia, se refiere a una relacién entre dos o mas secuencias de polipéptidos o dos 0 mas secuencias de
polinucledtidos, a saber, una secuencia de referencia y una secuencia dada que va a ser comparada con la
secuencia de referencia. La identidad de secuencia se determina mediante la comparacion de la secuencia dada con
la secuencia de referencia después de que las secuencias se han alineado éptimamente para producir el mayor
grado de similitud de secuencia, determinado por la coincidencia entre las hebras de dichas secuencias. Después de
dicha alineacion, la identidad de secuencia se averigua sobre una base de posicidon por posicion, por ejemplo, las
secuencias son "idénticas" en una posiciéon en particular si en esa posicion los nucleétidos o los residuos de
aminoacidos son idénticos. El nimero total de dichas identidades de posicidn se divide entonces por el numero total
de nucleodtidos o de residuos de la secuencia de referencia para dar el % de identidad de secuencia. La identidad de
secuencia puede calcularse facilmente mediante métodos conocidos, que incluyen, pero no se limitan a, los
descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed., Oxford University Press, Nueva York (1988),
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York (1993); en
Computer Analysis of Sequence Data, Parte |, Griffin, A. M. y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey
(1994); en Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987); en Sequence Analysis
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva York (1991); y en Carillo, H. y Lipman, D., SIAM
J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos preferidos para determinar la identidad de secuencia estan
disefiados para proporcionar la mayor coincidencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la
identidad de secuencia estan codificados en programas informaticos disponibles publicamente que determinar la
identidad de secuencia entre las secuencias dadas. Algunos ejemplos de dichos programas incluyen, pero no se
limitan a, el paquete informatico GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research, 12 (1): 387 (1984)), BLASTP,
BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol, 215: 403 - 410 (1990). El programa BLASTX esta disponible
publicamente en el NCBI y en otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NEH Bethesda, MD
20894, Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215: 403 - 410 (1990)). Estos programas alinean de forma 6ptima las
secuencias mediante el uso de los pesos por hueco por defecto con objeto de producir el mayor nivel de identidad
de secuencia entre la secuencia dada y la de referencia. Como ilustracion, por un polinucleédtido que tiene una
secuencia de nucleotidos con al menos, por ejemplo, una "identidad de secuencia" del 95 % con una secuencia de
nucledtidos de referencia, se entiende que la secuencia de nucleétidos del polinucleétido dado es idéntica a la
secuencia de referencia excepto porque la secuencia de polinucledtidos dada puede incluir hasta 5 mutaciones
puntuales por cada 100 nucledtidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. En otras palabras, en un
polinucledtido que tiene una secuencia de nucledtidos con una identidad de al menos el 95 % con respecto a la
secuencia de nucledtidos de referencia, hasta un 5 % de los nucleétidos de la secuencia de referencia pueden estar
delecionados o sustituidos por otros nucleétidos, o varios de los nucleétidos hasta un 5 % de los nucleétidos totales
de la secuencia de referencia pueden estar insertados en la secuencia de referencia. Estas mutaciones en la
secuencia de referencia pueden producirse en las posiciones terminales 5 o 3’ de la secuencia de nucleétidos de
referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas bien individualmente entre los
nucledtidos de la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de
referencia. De forma analoga, por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos dada con al menos, por
ejemplo, una identidad de secuencia del 95 % con una secuencia de aminoacidos de referencia, se entiende que la
secuencia de aminoacidos dada del polipéptido es idéntica a la secuencia de referencia excepto porque la secuencia
del polipéptido dado puede incluir hasta 5 alteraciones de aminoacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia
de aminoacidos de referencia. En otras palabras, para obtener una secuencia de un polipéptido dado con una
identidad de secuencia de al menos el a 95 % con una secuencia de aminoacidos de referencia, hasta un 5 % de los
residuos de aminoacidos de la secuencia de referencia pueden estar delecionados o sustituidos por otros
aminoacidos, o varios de los aminoacidos hasta un 5 % el nimero total de residuos de aminoacidos de la secuencia
de referencia pueden estar insertados en la secuencia de referencia. Estas alteraciones en la secuencia de
referencia pueden producirse en las posiciones terminales amino o carboxi de la secuencia de aminoacidos de
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referencia, o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas bien individualmente entre los
residuos de la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos continuos dentro de la secuencia de referencia.
Preferiblemente, las posiciones de los residuos que no son idénticas difieren por unas sustituciones de aminoacidos
conservativas. Sin embargo, las sustituciones conservativas no son incluidas como coincidencia cuando se
determina la identidad de secuencia.

De forma analoga, "homologia de secuencia", segun se usa en el presente documento, también se refiere a un
método para la determinacion del parentesco entre dos secuencias. Para determinar la homologia de secuencia se
alinean de forma 6ptima dos o mas secuencias como se ha descrito anteriormente, y se introducen huecos si fuera
necesario. Sin embargo, al contrario que en la "identidad de secuencia", las sustituciones de aminoacidos
conservativas cuentan como coincidencia cuando se determina la homologia de secuencia. En otras palabras, para
obtener un polipéptido o un polinucleétido con una homologia de secuencia del 95 % con una secuencia de
referencia, el 95 % de los residuos de aminoacidos o de los nucledtidos de la secuencia de referencia deben
coincidir o comprender una sustitucién conservativa con otro aminoacido o nucleétido, o pueden insertarse en la
secuencia de referencia varios aminoacidos o nucledtidos hasta el 5 % del total de residuos de aminoacidos o de
nucledtidos, sin incluir sustituciones conservativas, de la secuencia de referencia.

Una "sustituciéon conservativa" se refiere a la sustitucion de un residuo de aminoacido o de un nucleétido por potro
residuo de aminoacido o nucledtido que tiene unas caracteristicas o propiedades similares incluyendo tamafio,
hidrofobicidad, etc., de forma que la funcionalidad global no se modifique significativamente.

"Aislado" significa alterado "por la mano del hombre" a partir de su estado natural, es decir, si aparece en la
naturaleza, ha sido modificado o extraido de su entorno original, o0 ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o un
polipéptido presente de forma natural en un organismo vivo no esta "aislado", pero el mismo polinucleétido o
polipéptido separado de los materiales con los que coexiste su estado natural esta "aislado", segun se emplea el
término en el presente documento.

"Acido nucleico" se refiere a polinucledtidos tales como acido desoxirribonucleico (ADN), y, cuando sea apropiado,
acido ribonucleico (ARN). También deberia entenderse que el término incluye, como equivalentes, analogos de
cualquiera del ARN o del ADN elaborados a partir de analogos de nucleétidos, y, segun sea aplicable a la forma de
realizaciéon que se esta describiendo, polinucleétidos individuales (sentido o antisentido) y bicatenarios.

"Promotor" significa una secuencia de ADN que regula la expresion de una secuencia seleccionada de ADN unida
operativamente al promotor, y que efectua la expresion de la secuencia de ADN seleccionada en células. El término
engloba promotores "especificos tisulares", es decir, promotores que efectuan la expresion de la secuencia de ADN
seleccionada Unicamente en células especificas (por ejemplo, en células de un tejido especifico). El término también
cubre los denominados promotores "débiles", que regulan la expresién de un ADN seleccionado principalmente en
un tejido, pero también provoca la expresién en otros tejidos. El término también incluye promotores no especificos
de tejidos y promotores que son expresados constitutivamente o que son inducibles (es decir, los niveles de
expresion pueden ser controlados).

"Transfeccion" significa la introduccién de un acido nucleico, por ejemplo, a través de un vector de expresion, en una
célula receptora mediante una transferencia génica mediada por un acido nucleico. "Transformacion”, segun se usa
en el presente documento, se refiere a un proceso en el que se modifica el genotipo de una célula como resultado
de la captacién celular de un ADN o de un ARN exdgeno, y, por ejemplo, la célula transformada expresa una forma
recombinante de un polipéptido, o en el caso de la expresion antisentido a partir del gen transferido, se disrumpe la
expresion de la forma natural de la proteina. La transfeccion también puede usar un reactivo quimico (es decir, un
lipido).

El término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que ha
sido unido. Un tipo de vector preferido es un episoma, es decir, un acido nucleico capaz de una replicacion
extracromosomica. Los vectores preferidos son aquellos capaces de una replicacion y de una expresion autonoma
de los acidos nucleicos a los que estan unidos. Los vectores capaces de dirigir la expresion de los genes a los que
estan unidos operativamente se denominan en el presente documento "vectores de expresion". En general, los
vectores de expresién de utilidad en las técnicas de ADN recombinante estan a menudo en forma de "plasmidos”
que se denominan generalmente bucles de ADN circular bicatenario que, en su forma de vector, no estan unidos al
cromosoma. En la presente memoria descriptiva, "plasmido" y "vector" se usan de forma intercambiable ya que el
plasmido es la forma de vector usada mas habitualmente. Algunos vectores incluyen también otros replicones tales
como fagos o cosmidos, en los que puede insertarse otro segmento de ADN, de forma que se consiga la replicacion
del segmento insertado. La invencion pretende incluir esas otras formas de vectores de expresion que realizan
funciones equivalentes y que se han conocido en la materia subsiguientemente al presente documento.

"Amplificacion" de acidos nucleicos o de polinucleétidos es cualquier método que dé como resultado la formacién de
una o mas copias de una molécula de acido nucleico o de un polinucleétido (amplificacion exponencial) o la
formacion de una o mas copias Unicamente del complemento de una molécula de un &cido nucleico o de un
polinucledtido (amplificacion lineal). Algunos métodos de amplificacion incluyen la reaccion en cadena de la
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polimerasa (PCR) que se basa en ciclos repetitivos de desnaturalizaciéon, hibridacion con cebadores
oligonucleotidicos y extensién del cebador mediante una polimerasa de polinucleétido dependiente del molde
termdfilo, dando como resultado un aumento exponencial en las copias de la secuencia deseada del analito
polinucledtido flanqueadas por los cebadores. Los dos cebadores diferentes de la PCR, que hibridan con hebras
opuestas del ADN, estan posicionados de forma que el producto de la extension de un cebador catalizada por la
polimerasa puede servir como la hebra de molde para el otro, conduciendo a la acumulacion de un fragmento
bicatenario individual cuya longitud esta definida por la distancia entre los extremos 5 de los cebadores
oligonucleotidicos. Los reactivos para la realizacion de dicha amplificacion incluyen cebadores oligonucleotidicos,
una polimerasa de nucledtido y trifosfatos de nucledsidos tales como, por ejemplo, trifosfato de desoxiadenosina
(dATP), trifosfato de desoxiguanosina (dGTP), trifosfato de desoxicitidina (dCTP) y trifosfato de desoxitimidina
(dTTP). Otros métodos para la amplificacion incluyen la amplificacién de un polinucleétido monocatenario mediante
el uso de un unico cebador oligonucleotidico, la reaccion en cadena de la ligasa (LCR), la amplificacién basada en la
secuencia de acidos nucleicos (NASBA), el método de la replicasa Q-beta y 3SR.

Descripcion detallada de la forma de realizacion preferida

El siguiente ejemplo establece una forma de realizacion preferida de la presente invencion. Sin embargo, debe
entenderse que este ejemplo se proporciona a modo de ilustracién y nada en el mismo deberia interpretarse como
una limitaciéon del ambito global de la invencion.

EJEMPLO 1

Este ejemplo proporciona datos relativos a la eficacia de las vacunas de ADN que comprenden varias regiones del
genoma del PRRSV. El ejemplo comienza con 40 cerdos de ambos sexos negativos para el PRRSV de Spring
Prairie Colony, Hawley, MN 56549. Los cerdos tenian 3 - 4 semanas de edad al comienzo del estudio. A lo largo del
estudio a los cerdos se les proporcionaron alimentos suficientes en funcion del tamafio, la edad y el estado de los
animales. Se proporcioné agua ad libitum.

Para generar las vacunas de ADN del PRRSV, se generaron diecinueve clones de ADNc a partir del virus PRRS. Se
generaron trece clones de ADNc que representan secuencialmente la region del marco abierto de lectura (ORF)
1a/1b del genoma del pRRSV. El clon A utiliza el auténtico codén de inicio de ATG del ORF1a. El resto de los clones
del ORF1a/1b desde B hasta M tenian el coddn de inicio ATG afadido en sus respectivos extremos 5. Todos los
clones anteriores se clonaron respectivamente en el vector de expresion de ADN pVC1650. El vector pvVC1650
contiene el promotor inmediato temprano del citomegalovirus y el intrédn A para dirigir la expresiéon de los diversos
ORF del PRRSYV en células eucariotas. Los seis clones adicionales de ADNc representaban los ORF 2, 3,4,5,6y 7
de la proteina estructural del PRRSV. Los clones de los ORF 2, 3, 4, 5y 6 también se clonaron respectivamente en
el vector de expresion de ADN pVC1650 descrito anteriormente. El gen del ORF 7 se cloné en un vector de
expresion similar denominado WRG7020. El vector WRG7020 también contiene el promotor inmediato temprano de
citomegalovirus y el intron A para dirigir la expresion del ORF del PRRSV 7 en células eucariotas.

Se crearon dos conjuntos de vacunas, denominados "A1 - 19" y "T1 - 19". Para las vacunas A1 - 19, los clones
mencionados anteriormente se clonaron en el plasmido de expresion de Valentis, Inc. pyVC1650. Cada constructo de
plasmido se formulé por separado con fosfato de aluminio (Adju-Phos®) (Ulmer et al., Enhancement of ADN Vaccine
Potency Using Conventional Aluminum Adjuvants; 18 Vaccine, 18 - 28 (1999) para producir 250 ug del respectivo
clon del ORF con 1.000 pg de aluminio calculados en una dosis de 1 ml. La vacuna final consistié en una dosis
individual de 1 ml 1 M de cada clon del ORF formulado. Para las vacunas T1 - 19, los clones mencionados
anteriormente se clonaron en el plasmido de expresién de Valentis, Inc. pVC1650. Cada constructo de plasmido se
formuld por separado con el polimero TGV200 PINC para producir 250 ug del respectivo clon del ORF en una dosis
de 1 ml. La vacuna final consistié en una dosis individual de 1 ml 1 M de cada clon del ORF formulado.

Para generar un control se crearon vacunas de ADN que consisten en clones del ADNc del PCV2 del ORF y el gen
HA del SIV. Ambos ORF se clonaron por separado en el plasmido de expresion de Valentis, Inc. pVC1650. Tanto el
constructo de plasmido del ORF2 del PCV2 como el del gen HA del SIV se formularon por separado con fosfato de
aluminio (Adju-Phos®) para producir 250 pg del respectivo clon del ORF con 1.000 pg de aluminio calculados en una
dosis de 1 ml (denominados A20 y A21). Adicionalmente, tanto el constructo de plasmido del ORF2 del PCV2 como
el del gen HA del SIV se formularon por separado con el polimero TGV200 PINC para producir 250 ug de cada clon
respectivo en una dosis de 1 ml (denominados T20 y T21). La vacuna final consistié en cuatro dosis individuales de
1 ml 1 M de cada clon formulado. La Tabla 2 muestra todas las vacunas creadas, incluyendo las vacunas de control.

Tabla 2
Plasmido Regién del clon Nucleétidos del clon (usando el Genbank U87392 como referencia)
1 ORF1a 190 - 1128
2 ORF1a 1126 - 2082
3 ORF1a 2082 - 3057
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Plasmido Regién del clon Nucleétidos del clon (usando el Genbank U87392 como referencia)

4 ORF1a 3037 - 3990
5 ORF 1a 3985 - 4923
6 ORF 1a 4924 - 5880
7 ORF 1a 5863 - 6819
8 ORF 1a 6808 - 7659
9 ORF 1b 7735 - 8651
10 ORF 1b 8634 - 9605
11 ORF 1b 9588 - 10553
12 ORF 1b 10536 - 11318
13 ORF 1b 11298 - 12071
14 ORF2 NA

15 ORF3 NA

16 ORF4 NA

17 ORF5 NA

18 ORF6 NA

19 ORF7 NA

20 ORF2 NA

21 HA del SIV NA

Los cuarenta cerdos se dividieron en cuatro grupos: al grupo 1 se les administraron dosis de 19 x 1 ml de A1 - A19
Adju-Phos los dias 0, 21 y 42. Al grupo 2 se les administraron dosis de 19 x 1 ml de T1 - T19 TGV200 los dias 0, 21
y 42. Al grupo 3 se les administraron las respectivas dosis de 4 x 1 ml de A20, A21, T20 y T21 los dias 0,21 y 42. Al
grupo 4, el control negativo, no se le administré ningun tratamiento.

El dia 56 del estudio, a todos los cerdos de los grupos 1, 2 y 3 se les administr6é la cepa virulenta SDSU#73 del
PRRSV. La cepa virulenta SDSU#73 del PRRSV se diluy6 a 1:10 en EMEM con un 4 % de suero bovino fetal antes
de su administracion a los cerdos. Se administraron intranasalmente a los cerdos apropiados un total de 2 ml del
virus de exposicion diluido, administrandose en cada fosa nasal 1 ml del virus diluido. El titulo virico antes y después
de la exposicién al virus PRRSV era de 10**° TCIDso/ml y de 10*®® TCIDso/m, respectivamente.

Se extrajeron muestras sanguineas de los cerdos los dias 0, 21, 42 y 56 del ensayo para controlar la seroconversion
a la vacunacién. También se extrajeron muestras sanguineas de los cerdos los dias 57, 59, 61, 63, 66 y 70 del
ensayo para controlar la seroconversion y la viremia después de la exposicidon. Se registraron diariamente las
observaciones clinicas a partir del dia 54 - 70. El dia 70 se le realiz6 una necropsia a los cerdos y se registraron
unas lesiones pulmonares macroscopicas como un porcentaje de afectacion del pulmén debido al como PRRSV.
Los cerdos se pesaron antes del inicio del estudio y en los dias 56 y los dias 70. En la Tabla 3A puede observarse
un resumen del protocolo de este ejemplo.

Tabla 3
Primera  Segunda Tercera . Recolecciéon de muestras y
G Cerdos / e - . Exposicion RS ;
rupo rupo  Vacunacién vacunacion vacunacion (Dia = 56) finalizacion del estudio
grup (Dia=0) (Dia=21) (Dia=42) (Dia = 70)

Se evalua la salud clinica, la
2 mlde la SDSU#73  temperatura rectal. Se evaltan
A1-A19 A1-A19 A1-A19 virulenta del PRRSV las lesiones pulmonares de los

Adju-Phos Adju-Phos Adju-Phos administrados animales en la necropsia y se
intranasalmente recoge el tejido pulmonar
designado
2 10 T1-T19 T1-T19 T1-T19 Igual que anteriormente Igual que anteriormente
TGV200 TGV200 TGV200
3 10 A20 - A21 A20-A21 A20-A21 Igual que anteriormente Igual que anteriormente
T20-T21 T20-T21 T20-T21
4 10 Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Igual que anteriormente
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Con objeto de evaluar los resultados del ejemplo, el principal criterio usado para la determinacion de la eficacia de
los tratamientos del ensayo fue el desarrollo de lesiones pulmonares caracteristicas del PRRSV. Se evaluaron la
respuesta serologica, la ADG tras la exposicion y las temperaturas rectales como criterios de apoyo. Los resultados
del ejemplo se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4

Porcentaje de cerdos de Mayor porcentaje

Puntuaciones Mayor temperatura X ADG promedio
cada grupo con unas ) de picos de
Grupo pulmonares : promedio por grupo e por grupo tras
medias por grupo puntuaciones de tras la exposicion (° F) viremia tras la la exposicién
consolidacion de = 20 % exposicion
1 (A1-A19 o
Adju-Phos) 19,84 37,5 105,9 100 % 0,16
2 (T1-T19 o
TGV200) 28,42 70,0 106,0 100 % 0,43
3 (Exp., Ctrl) 37,68 70,0 106,1 100 % 0,68
(Neg., o
control) 0,0A 0,0 103,9 0% 1,48

No se produjo seroconversion al PRRSV segun se determind mediante el ELISA de IDEXX para el PRRS en
ninguno de los cerdos que recibieron tres dosis de los correspondientes prototipos de vacuna de ADN A1 - A19
Adju-Phos o T1 - T19 TGV200. Después de la exposicion al PRRSV virulento, parecia haber un aumento mas rapido
en las proporciones S/P del ELISA en los cerdos del grupo 2 que en los del grupo 1. Los cerdos del grupo 3 (no
vacunados / controles expuestos) tenian unas proporciones S/P negativas hasta que se expusieron al PRRSV
virulento. Los cerdos de control negativo estricto del grupo 4 tuvieron unas proporciones S/P negativas a lo largo del
estudio. Los resultados serolégicos se recogen en la Tabla 5.
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Las temperaturas de los cerdos se controlaron desde los dos dias anteriores a la exposicion a lo largo de catorce
dias después de la exposicidon. La temperatura promedio en el momento inicial del grupo a lo largo del periodo de
exposicion para el grupo 4 de controles vacunados / no expuestos fue de 103,4 °F.

Las temperaturas promedio por grupo entre todos los grupos expuestos al PRRSV fueron elevadas en el mismo
punto después de la exposicion, sin embargo habia una diferencia temporal en los dias después de la exposicion en
los que aparecia el pico de temperatura promedio del grupo. Los picos de temperatura promedio por grupo en todos
los grupos expuestos al PRRSV variaban entre 105,9 y 106,1 °F, mientras que el pico de temperatura promedio de
los grupos de control negativo era de 103,9. El grupo 3 mostré6 un aumento gradual en la temperatura tras la
exposicion, con un pico de 106,1 °F nueve dias después de la exposicion. Los grupos 1 y 2 mostraron un abrupto
aumento en las temperaturas a los dos dias de la exposicidén, con unos picos de temperatura de 105,9 °F y de
105,6 °F, respectivamente. Es de destacar que la forma en la que las temperaturas posteriores a la exposicién de los
cerdos vacunados con el ADN del grupo 1y 2 aumentaron rapidamente, es similar a la forma en la que los animales
vacunados con el PRRS KV responden después de la exposicion. Se ha observado que los cerdos vacunados con
prototipos experimentales del PRRS KV tienen habitualmente una "sensibilizacion humoral" (es decir, son
seropositivos para el PRRSV después de la vacunacién). Los animales vacunados con estos prototipos
experimentales del PRRS KV también muestran un rapido aumento en la temperatura poco después de la
exposicion, segun se observé en este estudio en los cerdos vacunados con el ADN de los grupos 1 y 2. Esta
similitud en la rapida elevacion de la temperatura después de la exposicion al PRRSV es una indicacion adicional de
que los sistemas inmunitarios de los cerdos vacunados con el ADN estaban de hecho sensibilizados frente al
antigeno PRRSV.

Los cerdos del grupo 3 mostraron las lesiones pulmonares que se encuentran de forma caracteristica en una
exposicion con éxito al PRRSV. Los cerdos del grupo 4 no presentaban lesiones pulmonares en la necropsia. Los
cerdos del grupo 1 y 2 tenian unas lesiones pulmonares promedio por grupo de 19,84 y de 28,42, respectivamente.
Las puntuaciones pulmonares de los cerdos individuales se recogen en la Tabla 6.

Tabla 6
Grupo Animal  Puntuaciones pulmonares

1 802 2,00
1 808 0,90
1 812 55,00
1 814 0,20
1 818 1,00
1 826 ND
1 830 70,00
1 832 2,90
1 839 26,75
1 842 ND

Media 19,84
2 806 23,00
2 813 32,50
2 821 4,00
2 822 28,95
2 836 37,50
2 844 67,00
2 845 16,70
2 846 52,50
2 847 14,00
2 849 8,00

Media 28,42
3 811 2,75
3 815 33,50

12
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3 819 51,00
3 823 72,00
3 831 75,00
3 833 15,50
3 840 39,00
3 841 37,50
3 843 9,50
3 848 41,00

Media 37,68
4 803 0,00
4 804 0,00
4 805 0,00
4 810 0,00
4 817 0,00
4 828 0,00
4 834 0,00
4 837 0,00
4 838 0,00
4 850 0,00

Media 0,00

A partir de estos resultados es evidente que las vacunas de ADN que comprenden varias regiones del genoma del
PRRSV pueden inducir proteccién después de una exposicién virulenta en el modelo respiratorio.
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atgacgtata
ggcacagccc
cttagggttt
cctttaacca
atggcggagg
aaccfccaag
cggtggacgt
Etttctgcaa
atggtacggy
gttctacaag
gtggcﬁgttt
gtgttgacca
tgtgctatyg
aaagtctcct
tfgaagttga
tctraagtteg
ggctgecttc
cttecactgy
aagcatggtg
gtaactgacc
cgccatttga
agggtrtgagc

ggtgttgget
aaaacttgct
gtccctagea
tgtctgggat
gccaagtcta
tttctgaget
tgccacgtgce
tctttecaat
tcgcagetga
tttatgaacyg

tcgecaattce

acctgccgcf
ctactgtcta
gggeeecteg
ttgcdaaccy
ccrtcacagce
ccgctgacac
aagttcagaa
tcrcrggcaa
taaacggacc
aactggcggg
ctaacacgtc

ES 2 546 933 T3

ctatgccttg
gcacagaaac
ccttgettcc
acttgatcgg
ctgﬁacacga
cggggtgcta
atrccccact
cgcacgaétg
gctttacaga
gggttgccge
cctacatgtg
cccgcagaga
tgacattggt
tggcogggat
gctecgeacc
cectgggtgt
tgtcectgaa
caaagaaatt
gracctacag
tatcgtegta
agaacceage

gccattgget

gcatttgtat
ac;cttctgt‘
ggagttgcac
tgcacgtgta
tgcctcagtg
ggcctattet
gttgagtgct

accagtggaa

gccggecage

tggtacccca
agtgataaac
CCCaagecty
catgacgccg
gaagtgaaat
tccttecegce
ggtgtttcta
ggcaactget
cgccatgeta
€gogaggcryc
cagtactitct
tactcrgggt

gacaaggaag

14

tgtcaggagc
gatagcctce
tgctitacay
cccccaatge
cacggtctct
acaggcccga
cccccgccgg
acctgaactt
tcacccctge
ttgttggacce
ctticccggg
aagacttttg
tcatgtatot
ftgaagctgt
cccaccacac
tgcgggtcga
ggtégagctt
accaatttgg.
aagitaatgg
ccgtraagga
ttgaggacct

aaaaaatttt

tgtgaccatt
ttcaggggag
tcictccacc
cagggtgitt
ccttecectg
agagccactc
ggcctgcergg
ccaacaaaga
agtcttgaag
tgtccctgga
agcaactcac
ccectttgag
ggccgaaagg
ccocggggag
agtggacatg
acgccaacac
gtttgacttg
ctaccagacc
tctccgagea
gagttggatc
cctcagaata

ccggtttggce

60
120
180
240
360
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320



agtcacaagt
acagtcgctg
gccggegeca
ggttggcact
Cttcccgaaa
atccaaatcc
tacgtactta
tetttgetec
ccagatgecan
atgcacctge
cgttcggett
ggagggaatc
gaggactgct
aagattgacc
aaagcgegec
gttgaggcgy
cctgttgtga
gctaactact
gtgctcteca
ggtccacgge
ttgctgaaac
gttgacctaa
aaagttcagc
gccccegegea
cctaacagtt
ccggcaacac
gcgacaccct
gtgacaccct
aaaagattga
gcttecteac

ctgggagtag

ggtacggege
gccgegettt
acaaggctga
gcatttcege
gagtgagace
tcagactcce
agctggaagg
ctcttgaatg
tcgaggtctce
ctagcagige
ctceggtcac
accctgacca
gctgtteocca
tgtacctecg
cgccacyegt
cdacccagac
ctcaaaagtc
actaccgtge
agttggaaaa
ccacactgec
tggctaacgc
aaacttgogt
ctcgaaaaac
ggaaggitgg
gggaagattt
cttcaagtga
tgagtgagcc
tgagtgagcec
gttcggcggc
agactgaata

aggggcatga

ES 2 546 933 T3

tggaaagaga
gtccgticgt
gcaccteaaa
catcgecaac
tccagatgac
tgcggectta
tgagcattgg
tgttcaggge
cggatttgac
tatcccageo
cacegtgtygyg
agtgcgctta
gaacaaaacc
tggtgcaaca
aatcgacace
gatcaagctg
cttggacaac
gcaaggtgac
gattgttcoa
acgcgggctc
ccagacgact
caagaactac
gaagcctgtc
gtcegattgr
ggctgttagt
gctggtgatt
‘ggctccaatt
gatccctgtg
ggcaatccca
tgaggcctct

agctgaggaa

gcaagaaaag
gaaacccgge
cactactecc
cggatggrga
tgggcractg
gacaggaacg
actgtcactyg
tgttgrgggc
cctgectgec
gctctggecg
actgtttcgc
gggaaaatta
aaccgggtca
aatcttgaag
tcctttgatt
ccccaggtea
aactcggtce
gaagftcgtc

'gaagaétatg

gacgaactca

‘teggacatga

ccgeggtgga
aagagcttge
ggcageeegg
agcceettty
gtgtccteac
ccegeaccete
cecgcaccygc
ccgtaccagg
cecccecageac

accctgagty

15

cacgctcttg
aggccaagga
cgcctgecga
attccaaatt
acgaggatct
gtgcttgtac
tgacccctyg
acaagggcdy
trgaccggct
aaatygtctyy
agttettryc
tcagecctttg
ccccggagga
aatgctrgge
gggatgtrgt
accagtgtcyg
cectgaccge
accgtgaaag
ggctcatgec
aagaccagat
tggcectgggac
caccaccacc
cggagagaaa
tttcattagg
atctcccgac
cgcaatgcat
gcggaactgt
ggcgtaagtt
acgageocect
cgccgcagag

aaatctcgga

tgcgactgct
gcacgaggtt
agggaattgt

tgaaaccacc

tgtgaatgec

tagcgccaag
gatgtcecct
tcttggtcc
ggétgaggtg
cgattccgat
ccgtcacage
tcaggtgatt
ggtcgcagca
caggcttgag
gcteectgga

tgctetggte

cttttcactg
actaacegec
aaccgagect
ggaggaggac
agtcgagcag
cectecgeca
gcctgtecce
cggcoatgte
cccacctgag
cttcaggccy
gtctecgaccg
tcagcaggtg
ggatttgtcr
cgggggcott
catgtcgggt

1380
1440

- 1500

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

<2220

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

. 2820

2880
2940
3000
3060
3120
3180



aacattaaac
ccaaaatact
gaggtaaagg
gaccctgeta
cgcaacacgt
aaaatgatac
cctgcacett
gtfccacgca
gcettetecg
cggaggcctg
accgattrge
aaaagaaaad
catctecctg
tggagttttg
ggtattgetc
tttggcrget
gctgcttgtg
éaaccttggg
cttggcaggt
gttgcagact
tgéggétctt
cgtgcgacea
gaccceattt
caaccctctg
aétgtggtcg
tcgggtoagg
Ttccgagecc
gaccctgaca
0gtgtaggyg
pggggaggcc
cttgctggga

tgcgctaacc

ctgcgtccgt
cagctcaagc
aaacatgcct
cgcaggaatg
ctgttracca
tcgagacace
ccgtagétgc
tcctcgagaa
aggataaacc
acgagagcac

cgccttcaga

ctgaaaggcet

ttrttcttcte
cagcttttac
ccctottggy
ggttggcttt
agtttgactc
accctgttcg
tactgggcgg
gtatcttgge
gtataagaac
ggtcgtcact
ttctcgecac
aaaaacceat
ceccagectta
cgarggtggce
ccrtorttee
ctttcactgc
actttgccca
cacatctcat
tttatgtgac
cgtttgecgt
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gtcatcaage agctecttgt

catcatcgac
tagtgtcatg
gctttetege
ggcgatttge
gccgeectat
ggagagcgac
aatagaaaat
ggtagatgac
atcagctecg
tggcgeggat
ctttgaccaa
acgecttitrte
tctattgtge
tgtgtitict
tgctgttgot
gccagagtgt
cagcettgtt
ggcacgetge
tggagcttac
tgctectaat
tatcgacetg
tgggtggcgc
cgcgttrgee
tgaccccaac
taaggcgatc
cactggagtg
agctetecgg
gctgaatgga
ggctgeccty
tgcggtgogt
ccctggetac

1cgggcygac
cgcgaggeat
atgtgggatc
accttagatg
ccgtgtgagt
cttaccattg
gtcggcgaga
caacttgtca
tccgcaggea

gcggacggag

ctgagecgtc

taccctggeg
ctctrrrtat
gggtcttcte
ctgrtcaagc
agaaacatcc
gtgggeccceg
atctggcact

gtgcttictc

gaggtcgett

tgcgatcggt
gggtgctggy
caattggatg
caagccgtaa

¢caaaagtgg

aaagttgacc

tctggetact
ttaaazatca
catgttgccx
tcttgeggea
ggacctgget

16

ccagcgtgag
cctgcagtgg
gtgatgcgac
gggrggacat
gcaggttaaa
tfgtgatgat
gcteagttge
tggccaacca
acgacccccyg
caggtggege
gggggccgtt
aggtttttga
gtggttattc
gttacagtta
ggcgegtcg
ctgtgtccga
ttcattcttf
tcggtctcgg
ttttgcttag
aaggtaggtg
ttaacgtgtt
tttgtgcgcec
ccggccgaag
aaaagaagat
agtgcttgcg
tcaaggtttc
ctgattgcag

ccaccacaaa.

gacaaatttc
gctcgatgge
ccggcaccaa

ctcietgeac

aatcacacgc
gcatctccaa
taagcttoat
gctgacttyg
gttccrtccea
gecctcacacy
tactgaagat
gggacccttg
gatatcgtco
cgactctttt
tcggacggta
cctogretec
tccgggtgat

cccagecttt

aatggggott

cccagtcgge
tgagcttcte
tettgecatt
gcttggeatt
taaaaagtgc
tcetttcaca
aaaaggaatg
ccecattgag
tacggctagg
ggtattgcag
cgctgttcca

ggrcgtggtt

cctegtectt

caagccttca
tctgeacatg
cgacccgtygg
gtccaggttg

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

3840

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100



tgcatttccc

caagaaattg

agctgtaagg
cttaccrggt
accatcctrat
atggtgttgt
accccetacg
gcaccagatg
ctgtttaccce
tcactgaaca
gacgggaaag
tceggggteg
gattgcccga
ggccgtgcct
gccttotget
cttgtcggeg
ggccagtttt
cctaaggtoc
gtgccttcaqg
accgtccaac
cccttggttg
agtgttttet
ctgatgatca
agcctcogtyg
caggcagtga
ccagteccag
aagtaccgtg
ttgagatact
catgagtcte
atgaaatgga

caatttatcg

aacacggcct
ccttggtegt
ctgacatgct
tgctttgtgt
gottggtgtt
tggtttctet
acattcatca
ggacctacrtt
cgtcccaget
ccgtcaatot
tcaagtgcgt
gcttcaatca
attggcaagy
attggctaac
tcaccacatg
ttcacacgyg
gtaatgtagc
cgctcgétga
atctrtgtgce
ttctttgtgt
ctgtgagttt
cctttggaat
ggcttctgac
cagtgacégg
tgaatttgag
tgatcacgty
gccecgeacea
ttgccgaggy
tgactggtgce
ctgattttaa

aggctgecta
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taccctgeec
tttgattttt
gtgtgtttig
gtticcttyc
tttettgatt
ttggctrtott
ttacaccagt
ggccgctgte
tagggtctctt
gatcgggtcc
aactgccgcea
aatgcttgac

ggctgececce

atcctctggc

tggcgattce
atcgaataaa
acécatcaag
tgtgaaggtc
cttgcttgct
grttrttctc
cttratttg
gtttgtgcia
agcagctctt
ttitgtegea
cacctatgca
tggtgregty
tatccttgtt
aaagttgagg
cctcgetatg
grgcrtrgtt

tgctaaagea

ttgacagcac
gtttccatcg
cttgcaattg
tggttgcgct
tctgtgaata
ggtcgttara
ggcccecgeg
cgecgegetg
cttgagggtg
tccatggget
catgtectta
trtgacgtaa
aagacccﬁat
gtcgaacceg
gggtccccag
€aagaggggy
ctaagcgaat
ggcagccaca
gccaaaccfg
ctgtggagaa
aatgaggrtc
teetggctca
aacaggaéca
gatcttgegg
ttcetgecte
cacctacttg
ggcgatagag
gaagggatgt
agactcaatg
tetgegteca

cttagagtag
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ttgtgycgyg
gaggcatggc
ccagctatgt
gtrttitcttt
tgccttcagg
ctaatgttgc
gtgttgcecgce
cgttgactgg
ctttcagaac
ctggcggggt
cgggcaattc
agggagattt
tctgcacgga
gcgtcattag
tgatcaccga
gcattgttac
taagtgaatt
taattaaaga
aactggaagg
tgatgggaca
tcccageegt
cgccatggtc
gatggtcact
ccactcagygg
gogatgatggt
ccatcatttt
tgttctctge
cgcaatcctyg
acgaggactt
acatgaggaa

aactggcecca

attcggtatt
tcataggttg
ttgggtacct

gcaccctctc

aatcttggcc

tggccitgtce
cttggctacc
ccgcaccatg
tcgaaagccc
gtttaccatc
agctcgggtt
cgctatagcet
tggatggact
aaaaggattce
ggccggtgag

gcgcccctéa

ctttgetygag
cataagcgag
aggecrctec
tgcctyggacy
cctggrccgg
tgcgcaagtt
tgecttittc
gcaftcgttg
tgtgacctca
gtacttgttt
ggctrrcttc
cggaatgaat
ggatttcctt
fgcagcgggt
gttggtgcag

5160
5220

. 5280

5340
5400
5460

15520

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940

- 6000

6060

6120

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540

. 6600

6660
6720
6780
6840
6900
6960



gttgataaad
caactcrege
gacctaaagg
gggtccaaaa
gtgcccatcec
gaccgtttga
gggaaaaagt
caﬁaataaca
gagaagggaa
tccecatetyg
gaagctgcaa
actgccaaag
gagcagtgtt
ttgttactga
ctgtgaattt
acceggttge
ttatagacgt
égggaaacac
aagtcgcact
aaattggtct
ttetgcagaa
cagtgcacgce

tcttggecac
tecttgatta

aégatgccgc

ctggagttct
trcatecggec

tcccaaccaa

gagaaaactg

agactaggac

jtggtygttac

icaagtttaa

trtcgaggtac
ccggtgacat
ttagtagcac
tgaccgtggc
cccteceace
ataagaagaa
accagéaatt
cagatgagtg
ctctgtgtgg
gtaagaagtt
agctttcegt
aactggagaa
taaactgcta
aacagcgata
aaaagtggcc
gégaccgatc
cttgatctce
tgggatcgat
cagtgcgcaa
cccttacaag
tacaaggttt
ggctgcoctge
gaccatgceec
ccttgactct
actgaaagac
tcgocettgty
ttctacttac
ggacattcag
gcaaactgtc
catactcggc
ccagggcetic
goagctacag
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tttggccaaa
tgttgtcgct
caagcatacc
gcgcgtegte
gaaagttctg
gaggcgcagg
ttgggacaag
agagtgtctc
acatgicacc
ctrggtcecee
ggagcagygcc
actgadaaga
gccgecageg
aaaatagtcea
agtgaggitg
gatggtggag
ggtgctgatg
ggcacgctet
ataatacagg
ctgtaccotg
ggagacétac
cttacgccca
cccgagtityg
aggcctgact
Ctctctaaat
cggaaatacc
cctgctaaga
agcgtcccty
acccctigta
accéataact
atgaaaaagg

actccggtec

cttgaagctt
ctcggccaca
ctccaageca
gacccgacec
gagaatggcc
atggaagcce
aattccggtg
agagttggcg
attgaaaaca
gtcaacccag
ctaggtatga
ataattgaéa
acttgaccey
aatttcacaa
agctaaaaga
ttgtgctect
catctcccaa
gggattttga
cttgtgacat
ttaggggtaa
cttacaaaac
acgccactec
agttatatgt
gcecctaaaca
atgactigtc
tgtttgccca
attctatgge
daatcgacgt
ctettaagaa
tcatcgeact

cgtttaactc

tgggcaggtg
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ttgetgatac
cgcctgtrgg
ttgagaccag
ccacgeeece
ccaacgctig
rcggcatcta
atgtgtttta
accctgeega
aggcttacca
agaatggaag
tgaatagtcga
~aactccaggg
ctgtggtcac
ccggaccttc

cgcgagttgag

gegtiecgcy
grttacrtgcc
gtccgaagcec
taggcgeggce
ccctgagcagg
ccccagtgac
ggtgactgat
accgaccata
gctgacagag
cacccaaggce

tgtaggtaag

tggaataaat

tctgtgcgea.

acagtattgc
agcccaccga
gceccategec

ccttgaaget

cgtggeaccet
cagtatcttc
agtccttgct
acccgcaccec
999ggatgag
tgttatgggce
tgaggadgtc
ctttgaccct
tgtttacacc
agttcaatgg
cggcgaactg
cctgactaag
ggcggettgg
accctgggac
cacaaccaac
grtcettege

catcacggyc

actaaagagg

gacgctecty
gtgaaaggag
actggaagcc
gggcegctecg
ccagcgtctg
cacggctgeg
tttgttttac
tgcecacceg

gggaacaggot

caggctgtgc

gggaagaaga
gcagtgttga
ctcggaaaga

gatctcgeat

7020

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560

7620

7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220

8280

8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8380



cctgcgatceg
ttgecctgtac
- tcacgcagtc
ctgtgtctaa
tcaaaagtgg
. tgctcaaggt
ccaccatgec
cggacccaaa
atgggCgtca
aggcgagtaa
cttgttrgoa
ccegeaagga
tcaggtecaa
cgtacgctac
‘gtecagteac
ccecctgtagg
ccccacggac
accaaactcg
taccagacgg
tcgctgtcgé
aaacatactg
agaccatgct
caacgctgca
gttggtgtec
ttttgagget
cagtgggtft
ccatctggag
tcatgtccat
aggtccteac
aaggcgccac

aaagagccct

atccacgcect
tgaagagcat
cggcgcagtg
caccatttat
tcacceccat
tCaaccectg
aaactatcac
géagacagca
gctagtccec
tgtttctgaa
gtatgatcct
cggctacagce
ttatgaggog
tgcctgtigge
aatctggtot
gaaaggcaca
cgttatcatg
ccgcggétta
tgattatgct
ttccaatgta
gctccttcaa
tgacatgatt
attcccegte
tggcaagaat
tcttagtaaa
tgattctcat
gtttggacag
ggtcaacaca
cccctaccac
attcgatgtg
tgttgctatc
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gcaattgtcc
craccgrtcgt
actaagagag
agtttggtoga
ggcettetgt
atcgtctﬁtt
tggtgggtty
ataacagact
aaccgtgaca
tactatgect
gaatggritg
tttcccggea
aagaagtcga
ctcgacgtct
ggccatccag
ageccetttag
catgtggagc
gtctctgtca
agcaccgect
ttgcgcagca
caggtccagg
agggcitigg
cccteccgea
tcecttcctag
actaccctca
tgctatgttt
aatatctgtg
acccgtgtoa
agggaccgag
gttacattgc

accaggacaa

gctggrttgc
acgtgctgaa
gtggcctgtce
tctatgcaca
tcttacaagé
cggacgacct
aacatctgaa
cgccatcatt
ggatcctecgce
cagcgactgce
aagaacttgt
cgccgttett
gagtgtgcgg
gcatttacca
cggatictyg
acgaggtgct
agggtctcac
QQCQfQQaat
tgctccctéc

ggticatcat

atggtgatgt

ggacgtgcceg
ccggtécgtg
atgaagcagc
cctgtctagg
ttgacatcat
atgccattca
cctacgtgga
aggacgacge
atttgcecac

gacacgctat
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cgccaacctt
ctgctgecac
gtctggegac
gcatatggtg
ccagctaaag
cgtgctgtat
tttgatgctyg
tctaggctgt
ggceetegee
aatactcatg
agttggaata
catgtccatyg
gtactgcggg
cacccactrc
ttcttgtagt
ggaacaagtc
cceccttgat
taggggaaat
ctgcaaagag
cggcecacec

tatttacaca

gttcaacgtc

ggttcgcatc
gtattgcaat
agacttcaag
gccteaaact
gccagatrtac
aaaacctgtc
catcactatt
taaagattca

ctttgtgtat

ctttatgaac
gacttacitgg
ccgatcacct

cttagttact

tttgaggaca

gccgagtete
gggtttcaga
agaataataa
tatcacatga
gacagctgtyg
gcgeagtgeg
tgggaaaaac
gceceggeee
caccagcatt

gagtgcaaat

ccgtataagc -

ccaggtagat
gaagtiggac
atcaacatgg
ggtgctggga
ccaacteacc
ccggcaggea
ctageegocg
caccrtgatg
caactccace
caactgaaga
agggacaaac
aggtatggec
gactccagtc
ctcaacaggc

gacccacaca

8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260 -
10320

10380

10440
10500
10560
10620
10680
10740



ggcagctgca gogetrrgtet

actgcgacgy gcagctgatce
ctctaggcaa cadggataaa
ccatttgtgc tgatctagaa

gattttattt ctcacctgat
actggcccgt ggtgtcaacc
ttcgeectat ccatadatac
cgétgtttct aggcéctccr
gggctcaagt gettacggag
tgatcgggag

cactaccgtt

aatatcttga
acgtcaaagyg
tcctteccaa ggaatcagtt
cattgtgcac actgacagat
¢ccagtccaa gtgctggaaa
.aagacaaaac agcctattic

gctatgecte gtacatccegt

gccecgecet ttgcaacagy
tcacccctta tgattacgge

éccccggata caaaattctyg

aacatacctg ggggtttgaa
aggaciggga ggattacaat
ccéctgccac cagcrtgaag
gcctgaattg aaatgaaatg
ttgtggatge tttcacggag

ttttgittgg cttCaccatc

ccgcgatact ccgtacgege

JECELLICILT cccagtgeca

atgctttggc accataagot
zgcatcatgyg aaaaagcagg
:ctcgcatta gtagtttgoa
jagacctgta aatattrggce

:caaatgtaa ccatagtgta

ES 2 546 933 T3

.gatcttcctg

gtgctgoata
tttagggeea
gggtcgagct
ttaacacagt
cagaacaatg
agcegegegt
ggggtegtgt
acggtttteca
cgagaagttg
ggaggatgtc
gcggtagtcg
gtgtaccted
atgatgttgg
caacttgaag
gttcccgtca
agagtcgtcg
gctaaaatta
gcgtgcgcag
tcggatacag
gatgcgtttc
ttrrarttic
gggtccatgce
ttcttggtgt
gccggttagc
cctgocattce
agtggacatt
gtcaaccectg
gcaggctgee
tgtggtgget
ctcecgycety
taatagcact

caaaaggcac
gaaataacaa
cagacaagceg
cteegetecc
ttgctaaact
aaaagtggcc
gcatcggtgce
catactatct
geaccggeeyg
ctgcgtcect

atcatgtcac

ggatttcaag.

cagatcttga
acttcaaaga
gtcgctattt
actctacggt
ggtccaccca
tcctgtctag
agttctegtt
cgtatcigta
gtgcgcgceca
cceegggece
aaagecttet
ccattgttga
tggtggtctt

actctgagca

cccacctggg

attgatgaaa
tggaaacagy
catttrcage
cccatgetac

ttgaatcagg

20

gcecgtcaac
agaatgcacg
tgttgtagat
caaggtcgea
cccagtagaa
ggatcggctg
cggctatatg
cacaaaatrt
aattgaggta
cccacacggt
ctccagatac
ccccggaaaa
agectatcte
agttcgacta
cacctggtat
gtacttggac
ctgagggact
cgcgtaccat
ggatgaccca
tgagttcacc
ggaagggaaa
tgtcattgaa
tgacaaaatt

tatcattata

ttgcatcaga .

attacagaag

gaactaaaca

tggtyategcg.

tggtgagcga
atctagccgc
acaacctgey
tgtttgctat

ctcgcagtge
gttgctcagg
tctctecgeg
cacaacttgg
cttgcacgctc
grtgccagec
gtgggccctt
gttaagggcy
gactgccggg
ttcattggeyg
ctecegegeg
gccgcgaaag
cacccggaga
atggtctgga
cagcftgcca
cectgeatag
gacctcgegg
ggtgaaatgce
gttaagtaca
ggaaacggtyg
atttataagg
ccaactttag
ggccaacttt
tttttgocca
ttgglrrgct
atcttatgag

‘tcctttggag

tcgaatgtac
ggctacgcetyg
cattgaagcc
catgacaggg

ttttccaacc

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760

11820

11880

.11940

12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660



cctggttece
atattttect
atactacgta
tgaattacac
ccggtaggrec
agctagggtt
cctggttgge
tagggaatgt
acgggcagaa
accaacatca
cctocgtggtt
cagttcgagt
£caagacate
tcagrgecgt
fgagaattat
tgagatgagt
gtgtgtcaat
ggtcgaccat
tttagecctge
gcttgaccyc
ttgctgtoct
tgacgctatg
agagtttigt
gccattrect
ggtatgtect
ttaggtttge
ttctggacac
gcaaagttga
tggcaaccce
tcatgatagce

gatgatatat

ggccaaaget
ctgttgcagc
ctgtrttgg
ggtgtgtcca
fctttggtgc
tatgataccyg
gttcttgtce
gagtcgagtt
caccaccttg
agtcgacggce
ggttttaaat
cttgcagata
agttgcctta
acggcgatag
ttacattctt
gaaaagggat
tttaccagcet
gtgcggttge
cttrtrrgeca
gggctgtige
Cgccaacygcec
tgagctgaat
catctttccc
tgacacagtc
aagtagcatc
aaagaattyc
taagggcaga
ggtcgaaggt
tataaccaga
acggctccac

gccctaaagg

ES 2 546

tcatgatttt
ttcttgtact
tticcgctgy
cctrgcctca
aggatagggt
cctggectet
ttcagctaca
tatgttgaca
cctcgreatg
ggcaatiggt
gtctcrtggt
Ttaagaccaa
ggcatcgega
ggacacccgt
ctgatctcct
Ttaaggigot
acgtccaaca
tccatttcat
ttctgttgoc
tcgcgattgce
agcaacgaca
ggcacagatt
grrttgactc
getttagtea
tacgcggtct
atgtcctgac
citctatcgtt
catctgatcyg
gtttcagegg
aaaaggtgct.

tgagtegegy

933 T3

cagcaatggt
ctttitgtty
ttaggggcaa
ccegygcaage
atgaccgaty
ccagcgaagy
cggcccagtt

tcaaacatca

-acaacatttc

ttcacctaga
ttctcaggcg
caccaccgea
ctcggcctet
gtatgttacc
catgcttict
atttggcaat
tgtcaaggag

gacacctgag

aatttgaatg
trrctttgtg
gcagctccca
ggctagciaa
acattgtcte
ctgtgtctac
gtgccctgge
gctacgegty
ggcggtcgec
acctcaaaag
aacaatgggg
titggcgttt
ccgactgcta

21

taatagctgt
tgctgrggtt
tttttcttte
agccacagag
tggggaggac
ccacttgact
ccatccegag
actcatctgc
agccgtgttt
atggcttcgt
ttcgeetgea
gcggcaagct
gaggcgattc
atcacagccea
tettgecttt
gtgtcaggca
tttacccaac
accatgaggt
tttaagtatg
gtgtétcgtg
tctacagcetg
caaatttgat
ctatggtgcc
cgccgggttt
tgcgttgact
taccagatat
tgtcatcata
agttgtgett
tcgtccttag
tctattacct

gggctrctoc

acattcctce
gcgggttcca
gaactcacag
atctacgaac
gatcatgacy
ggtgtttacy
atattcggga
gccgaacatg
cagacctatt
ceccttetttt
aaccatgttt
ttgctgtect
gcaaaatccc
atgtgacaga
tctatgette
tcgtggetgt
gcreectgot
gggcaacrgt
ttggagaaat
cegttctgtt
atttacaact
tgggcagtgy
ctcactacca
gttcacgggc
tgcttegtca
accaactttc
gagaaaaggg
gatggttccg
atgacttctg
acacgccagt

acctrrtgat

12720
12780
12840
12900

12960 .

13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100

14160

14220
14280
14340
14400
14460
14520



10
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cttcctgaat tgtgctttca ccttcgggta

taaggtcgeg
agaaacctag
‘tctggcccct
taaccacgca
cgggttaaaa
tgtcaaatat
cagtcaatca
gcaagggacc
cgactgaaga
caatccagac
taagttacac
cagcatcacc
agaatgtgtyg
gcgacegtgt
<210> 2

<211>939
<212> ADN

ctcactatgy
aéattcatca
geccaccacyg
tttgtcgtce
agcctegtgt
gccaaataac
gctgtgecag
gyyaaagaaa
tgatgtcaga
cgcctttaat
tgtggagttt
ctcagcatga
gtgaatggca

gggggtgaga

gagcagtagt
cctocagatg
ttgaaagtgc
ggcgteccag
tgggtggcag
aacggcaagc
atgctggéta
aataagaaga
catcacttta
caaggcgctg
agtttgccta
tgggctggea
ctgattgaca
tttaattggc

catgacttic
tgcactectt
cegtttgtgc
cgcacggrtt
ctccactacyg
aaaagcrgtt
agcagaagag
agatcategc
aaaacccgga
cccctagtga
ggacttgcac
cgcatcatac
ttcttgagge
ttgtgcctct

gagaaccatg

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 2

atgtctggga
ggccaagtct
gtttctgage
ttgccacgty
atctttecaa
gtcgcagcty
gtttatgaac
ttcgccaatt
“aacctgeege
éétactgfct
tgggecccte
attgcgaace
gccttcacag
cccgetgaca
gaagttcaga

gtctrctggea

tacttgatcg
actgcacacg
tcggagtyct
cattccecac
tcgcacgaat
agctttacag
gaggttoccyg
ccctacatgt

Tcccgeagag:

étgacattgg
gtggcgggga
ggctccgeac

cccctgggtg

gtgcacgtgt
atgcctcagt
aggccfdttc
tgTtgagtoc
gaccagtgga
agccggecag
ctggtaccec
gagtgataaa
acccaagect
tcatgacgec
tgaagtgaaa
ctcctteccy

tggrgttict

acccecaatg
gcacggrcte
tacaggcccg
tcceccgecg
aacctgaact
ctcaccoctyg
attgttagac
ccttreecgg
gaagactrtt
gtcatgtatg
tttgaagctg
ccccaccaca

atgcgggtcg

gcgcactttc
tggagoytyt
ttgctaggcc
catccgatty
gtcaacggca
aaacagggag
aaagaagggg
tcagcaaaac
gaagccccat
gcggcaattg
cctgtcagat
tgtgcgectg
atctcagtgt
aagtcaccta

cggccgaaat

ccagggtgtt
tcctteccct
aagagccact
gggcctgctg
tccaacaaag
cagtcttgaa
ctgtccectgg
gagcaactca
gccccfttga
tggccgaaag
tcccegyggga
cagtggacat

aacgccaaca

agagtacaaa
actcagccat
gcaagtacat
<ggcaaatga
cattggtgcc
tggtaaacct
gatggccagce
cagtccagag
tttcctctag
tgtctgtcgt
Tcagggagga
atccgegtea
ttgaattgga
ttcaattagg
. .

tatggcggag
gaacctccaa
ccggtggacg
gct;tctgca
aatggracgg
ggctctacaa
agtggccgtt
cgtgttgace
gtgtgetratg
gaaagtctec
gttgaagttg
gtctaagttc

cggctgeett

ctgtccctga aggcaactgc tggtggaget tgittgactt gettecactg
acaaagaaat tcgccatgct daaccaatttg gctaccagac caagcatggt

agtacctaca gcggaggctg caagttaat

22

14580
14640

14700

14760

14820

14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15411

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
939



10

15

<210>3
<211> 957
<212> ADN

ES 2 546 933 T3

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 3

aatggtctcc
aaggagagtt
gacctcctca
attttcecgat
tcttgtygcga
aaggagcacg
gccgaaggga
aaatttgaaa
gatcttgtga
tgtactagcg
cctgggatgt
ggcagtcttg
€ggcrgyctg
tctggegatt
tttgcccgtc
ctttgtcagg
<210> 4

<211> 976
<212> ADN

gagcagtaac
ggatccgeca
gaataagggt
ttggcagtca
crgctacagt
aggttgcegg
attgtggttg
¢ccaccecettec
atgccatcca
ccaagtacgt
Ccécttcttt
gttccccaga
aggtgatgca
ccgatcgttce
acagcggagg
tgattgagga

tgacctaaac
tttgaaactg
tgagccotaac
caagtggtac
cgctggecgce
cgccaacaag
gcactgecatt
cgaaagagty
aatcctcaga
acttaagctg
getcoctett
tgcagtcgag
ﬁctgcctagc
ggcttctceg
gaatcaccct

ctgctgetgt

ggacctatcg
gcgggagaac
acgtcgccat
ggcgctggaa
gcitigtccg
gctgageacce
tccgecateg
agacctccag
ctccctgegg
gaaggtgage
gaatgtgttc
gtctccggat
agtgctatce
gtcaccaccg
gaccaagtgc

tcccagaaca

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 4

cccggaggag gtcgcageaa
atgcttgocc aggcttgaga
ggatgrtgtyg ctccctgggg
ccagtgtcgt getctagtee
ccrgaccgee ttttcactgg

ccgtgaaaga ctaaccgceg

agattgacct
aagcgcgecc
trgaggeggc
ctgttgtgac
ctaactacta

tgctctccaa

gtacctccgt
gccacgegta
aacccagacyg
tcaaaagtcc
craccgtgcg
gttggaaaag

23

tcgtacagta
ccagctactc
tggctgacaa
agagagcaag

ttcgtgaaac

"tcaaacacta

ccaacceggat
atgactgggc
ccttagacag
attggactgt
agggctgttg
ttgaccctge
cagccgcerct
tgtggactgt
gcttagggaa

aaaccaaccg

ggtgcaacaa
atcgacacct
atcaagctgc
ttggacaaca
caaggtgacg
gttgttcgag

cttctccgtt
tgggtttgag
ggaagaaaaa
aaaagcacgc
ccggeaggec
ctcecegect
ggrgaattcc
tactgacgag
gaacggtgct
cactgtgacc
tgggcacaag
ctgcctrtgac
ggccgaaatg
ttcgcagttc
aattatcagc

ggtcacc

atcttgaaga

cctttgattg'

cccaggtcaa
actecggteec
aagitcgtca
aagaatatgqg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
800
957

60
120
180
240
300
360



10

15
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gtccacggec
tgctgaaact
ttgacctaaa
aagttcagcec
ccecocgogeas
ctaacagtrg
cggcaacacce
cgacaccctt
tgacaccctt

aaagattgag

cacactgcca
ggctaacgce
aacttgggtc
tcgaaaaacg
gaaggttggg
gyaagattty
ttcaagtgag
gagtgagccg
gagrgagccg
ttcggcggey

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

gctcatgcca accgagectg
dgaccagatg gaggaggact
ggcctgggea gtcgageagg
accaccaccce cctccgecaa
ggagagaaag cctatccocyg
Ttcattaggce ggcgatgtcc
tctcccgace ccacctgage
gcaatgcatc ttcagaccgg
cggaactgtg tctcgaccgg
gcgtaagttt cagcagagtga
cgagcccctg gattitg
<210>5
<211> 954
<212> ADN
<400> 5
caggacgagc ccctggattt
gcaccgccge agagcggagy
agtgaéatct cggacatgtﬁ
Ittgtctagcg tgagaatcac
ggocccigea grgggcatcet
gcatgtgatg cgactaaget
gatcgggtgg acatgctgac
gatggcaggt taaagttect
gagtrtgtga tgatgcctca
attggctcag ttgctactga
gagatggcca accagggace

gtcaacgacc cccggatatc

ggcacaggtg
89999999g9¢
cgtcaggttt
ggcggtagrt
<210>6

<211>939
<212> ADN

gcgecggctc
cgtttegaac
ttgacctcgt

artcrccgga

gtctgcttec
cgttctggga
gggtaacatt
acgcccaaaa
ccaagaggta
tgatgaccct
ttggcgcaac
cccaaaaatg
cacgcctgea
agatgttcca
crigyccitc
grcgcggagyg
ttttaccgat
ggtaaaaaga
cteceatete

tgattggogt

tcacagacty
gtagaggggc
aaacctgcgt
ractcaqetc
aaggaaacat
gctacgcagg
acgtcitgttt
atactcgaga
ccttcogtag
cgcatcctcg
tccgaggata
cctgacgaga
Ttgccgectt
aaagctgaaa
cctgrrttct
ttigcagetrt

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 6

24

cgcogactcg
cagacgactt
dagaactacc
aagcctgtca
tccgatigtyg
gctgttagta
ctggtgatty
gctccaattc
atccctgtyge

gcaatcccac

aatatgaggc
atgaagctoga
cﬁgtgtcatc
aagccatcat
gccttagtgt
aatggcttte
accaggcgat
caccgeegec
gtgcggagay
agaaaataga
aaccggiaga
gcacatcage
cagatggcge
ggctctrttga
tctcacgect

ttactctatt

acgaactcaa
cggacatgat
cgcggtggac
agagcttacc

gcagcecggt

gceccttiga
tgtccteace
ccgcaccteg
ccgraccegeg

cgtaccagga

ctctccccca

ggaaaccctyg

aagcagetec
cgactegagce
catgcacgay
tegeatgtog
ttgcacctta
ctatccgtgt
cgaccttace
aaatgtcggc
tgaccaactt
tccgtecgea
ggatgcggac
ccaactgagc

tttctaccct

gtoc

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
976

60
120
180
240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
954
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ttgtgectet
ttrrctgggt
gtiggtctgt
gagtgtagaa
cttgttgtag
cgctgeatct
gcttacgtge
cctaatgagg
gacctgtgcg
1ggcgcgggt
tttgcccaat
cccaaccaag
gcggtcccaa
ggagtgaaag
éfccggtctg
aatggattaa
<210>7

<211> 957
<212> ADN

ttttatgtta
cttctoggcg
tcaagectgt

acatccttca

‘gcecccgtegy

ggcactrttt
tttctcaagy

tcgcttttaa

atcggttttg

gctgggecgg
tggatgaaaa
ccgtaaagtyg
aagtggtcaa
ttgaccctga
gctactccac

aaatcaggca

ES 2 546 933 T3

cagttaccea
cgttcgaatg
gtccgaccea
ttcrtttgag
tcteggtett
gcttaggert
taggtgtaaa
cgtgrrtect
tgcgecaaaa
ccgaagccec
gaagattacg
cttgcgggta
ggtttccget
ttgcagggtc
cacaaaccte

aatttccaag

gcetttgata
ggggrititlg
gtcggcgctg
cttctcaaac
gecattcetig
ggcattgttg
aagtgctgag
ttcacacgtg
ggaatggacc
attgagcaac
gctaggacty
ttgcagtcgg
gttccattcc
gtggttgacc
gtccttggtg
ccttcaggg

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 7

ggaggcccac
gctgggattt
gctaaccegt
atttcccaac
gaaattgeet
-tgtaéggctg
acctggtige
atcctatggt
gtottgttag

atctcatgyc
atgtgaétgc
ttgccgtecec
acggccttac
taggtcgritt
acatgctatg
tttgtgtgtt
tggtgttttt
tttctetttg

tgccctgeat
ggtgggtict
tggctacgga
cctgeecttg

gattrrrgtt

tgttttgctt
tccttgctgg
cttgatttct
gcttcttgot

gttgectogct
tgcggeaccg
cétggctctc
acagcacttg
tccatcggag
gcaatfgcca
ttgcgcetgtt
gtgaatatoc

cgttatacta

25

ttgeteecct
gctgctggtt
cttgtgagtt
cttgggacce
gcaggttact
cagactgtat
gatcttgtat
cgaccaggtc
ccattittct
cctctgaaaa
tggtcgeoca
gtggggcgat
gagccccctt
ctgacacttt

taggggactt

cgatggctct
gcaccaacga
tctgcacgte
tggcgggatt
gcatggctca
gctatgtttg
tttctttgca
cttcaggaat

atgttgctgg

cttogytyty
ggcrtrtgcet
tgactcgcca
tgrtcgeage
gggcggggca
cttggctgga
aagaactgct
gtcacttatc
cgccactggy
acccatcgeg

gccttatgac

ggtggctaag

ctttecccact
cactgcagcet

tgcccagety

gcacatgett
cccgtggtye
caggttgtgce
cggtattcaa
taggttgadc
ggtacctctt
cceccteace
cttggceatg

ccttgtcace

60
120
180
240
300
300
420
480
540
600
660
720
780
840
900
939

60
120

180

240
300
360
420
480
540



10

15

ccctacgaca
ccagatggaga
tttaccccgt
ctgaacaccg
gggaaagtca

ggggtcgget
tgcecgaatt

<210> 8
<211> 957
<212> ADN

ticatcatta
cctacttgge
cccagettygy
tcaatgtgat
agtgcgraac
tcaatcaaat

ggcaaggggc

ES 2 546

caccagtggc
cgctgtecgc
gtetettett
cgggtcctec
tgecgcacat
gcttgacttt

tgcecccaag

933 T3

cccogeggtg ttgocgectt
cgcgctacgt tgactggecg
gagggtoctt tcagaactcg
atgggctcty gcggggtgtt
gtccttacygg gcaattcage

gacgtaaagg gagatttcgce

ggctaccgea
caccatgctg
aaagccctca

taccatcgac

tcgggttiee

tatagctgat

acccaattct gcacggatgg

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 8

tgcacggatg
gtcattggaa
atcaccgagg
attgttacgc
égtgaattcf
attaaagacé
ctggaaggag
atgggacatg
ccagccgtec
ccatggtctg
tggtcacttg
actcaggggce
atgatggttg
atcattttgt
ttctetgegy
caatcctgeg
<210>9

<211> 852
<212> ADN

gatggactgg
aaggattcge
ccggtgaget
gcccctcagg
ttgctgggee
taagcgaggt
gcctetecac
cctggacgcce
tggtccggag
cgcaagttct
cctttttcay
atccgttgea
tgacctcace
acttgtttaa
ctttcrtctt

gaatgaatca

ccgrgeetat tggctaacat ccretggegt

cttctgettc
tgtcggegtt
ccagttttgt
taaggtcccy
gccticagat
cgtccaactt
cttggttgct
tgttttctce
gatgatcagg
cctcggtgcea
ggcagtgatg
agtccéégtg
gtaccgtggce
gagatactrt
tgagtctcty

accgeatgty
cacacgggat
aatgtggcac
ctcggtgatg
critgtgect
ctrtgtgtot
gtgagtttct
tttggaatét
cttctgacag
gtgaccagtt
aatttgagca
atcacgtgtg
ccgcaccata
gccgagggaa
actggtgccc

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 9

26

gcgattcegg
cgaataaaca
ccatcaaget
‘tgaaggtcgg
tgcttgetac
Trrttctect
ttattttgaa
ttgtgctate
cagctcttaa
ttgtcgcaga
cctatgeatt
grogtcgtgca
tccttgttag
agtrgaggga
tcgetatgag

atggact

cgaacccgge
gtccccagtg
agggggggac
aagcgaatia
cagccaca ta
Caadacctgaa
gtggagaatg
tgaggttctc
ctggcteacg
caggaacaga
tcttgeggec
cctgcctcgy
cctacttgec
cgatggagtg
aggagrgrcg
actcaat

600
660
720
780
840
900
957

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600

660
720

780
840
900
957



atgagactca atgacgagga

gtttctgegt ccaacatgag

gcacttagag tagaactggc

aaacttgaag crtrtgctga

‘QCLetcgygce acacgectgt

accctecaag
gtcgacccga
ctggagaatg
aggatggaag
aagaattccg
ctcagagttg
accattgaaa
ccegreaacc
gccctaggta
agaataattg

<210> 10
<211> 917
<212> ADN

ccattgagac
cccccacgec
gccccaacge
ccctcggeat
gtgatgtgtt
gcgacccetge
acaaggctta
cagagaatgg
tgatgaatat

daC

ES 2 546 933 T3

cttggartrc
gaatgcagcy

ccagtiggtyg
taccgtggca
tggcagtatc
cagagtcctt
cccacecgea
ttggggggat
ctatgttatg
ttatgaggag
cgactttgac
ccatgtttac

aagagttcaa

‘cgacggcgaa

cttatgaaat

ggtcaattta

caggttgata
cctcaactct
ttcgacctaa
gctaggteca
cccgtgecca
gaggaccgtt
ggcgggaaaa
gtccataata
cctgagaagg
acctccecat
tgggaagctg
ctgactgcca

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 10

27

ggactgattt
‘tcgaggetge

aagrtcgagy
cgceccggtga
aggttggtag

aaatgaccgt

tceceetece
tgaataagaa
agtaccagaa
acacagatga
gaactctgig
ctggtaagaa
taaagctttc

aagaactgga

taagtgettt

ctatgctaaa

tactitggec
cattgrtgtc
caccaagcat
ggcgcgegtc
accgaaagtt
gaagaggeyc
attttgyggac
gtgggagtgt
tggacatgtc
gttcttggtc
cgtggagcag
gaaactgaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
852



gcttggtigt
tgggacctgt
accaacacce
cttegettat
acgggccogy
aagaggaagt
ctcctgaaat
aaggagttet
gaagcccagt
getcegtett
cgtctgtect
gctgcgaaga
ttttacctgg
cacccgtica

acaggttccc

ctgtgcgaga

<210> 11
<211> 972
<212> ADN

tactgaaaca
gaatttaaaa
ggtrrgcgaga
agacgtcttg
aaacactggg
cgcactcagt
tggtctecet
gcagaataca
gcacgcgget
ggccacgace
tgattaccett
tgccgcactyg
agttcttege
tcggcoctict

aaccaaggac

aaactgg
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gcggtaaaaa
gtggccagtg
ccgatcgaty
atctecgotg
atcgatygca
gcgcaaataa
tacaagctgt
aggtttggag
gcctgectia
atgcceeccy
gactctaggc
aaagacctct
cttgtgegga
acttaccctyg

attcagagcg

tagtcaaatt
aggttgagct
gtggagtigt
ctgatgcatc
cgctctggga
tacaggcttyg
accctgttag
acataccrta
cgcccaacge
ggttrgagtt
ctgactgceec
ctaaatatga
aatacctgtt
ctaagaattc

tccctgaaat

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 11

28

tcacaaccgg
aaaagacgcg
gctectgegt
tcccaagtta
ttttgagtce
tgacatfagg
gggtaaccct
caaaaccecc
cactccggtg
atatgtaccg
taaacagctg
cttgtccacc
tgcccatgta
tatggeigga
cgacgttctyg

accrtcaccc
gttgagcaca
TCccgeggttc
crigccecatc
gaagccacta
cgcggcgacy
gagcgggtga
agtgacactg
actgatgggc
accataccag
acagagcacg
caaggctttg
ggtaagtgcc
ataaatggga
tgcgcacagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

17



10

gctgtgcgag
aagaagaada
gtgttgagtg
ggaaagaaca
ctcgcatcct
tatgaacttyg
ttactggtca
atcacctetg
agrtacttca
gaggacatgc
gagtcfccca
tttcagacgo
ataataaatg
cacatgaagg
agctgrgett
cagtgcgecc
gaaaaactca
<210> 12

<211> 966
<212> ADN

aaaactggca
ctaggaccat
gtgttaccca
agtttaagga
gcgatcgatc
cctgtgctga
cgcagtecgg
tgtctaacac
aaagtggtca
tcaaggttca
ccatgccaaa
acccaaagaa
ggcgccagcet
cgagtaatgt
grttggagta
gcaaggacgg
4

ES 2 546

aactgtcacc
actcyggeacc
gggcttcatg

gctacagact

933 T3

ccttgtactc ttaagaaaca gtattgcggg

aataacttca
aaaaagycgt
ccggtectgg

tcgcactage
ttaactcgcc

gcaggtgcct

cacgcctgea artgtccget ggtrtgecge

agagcatcta
cgcagtgact
catttatagt
cccecatage
acccctgatce
ctatcactygg
gacagcaata
agtccccaac
ttctgaatéc
tgatcctgaa
ctacagcttt

ccgtegtacy
aagagaggtg
ttggtgatct
cttcfgttct
gtctattcgg
tgggttgaac
acagactcge
cotgacagga
tatgcctcag
tggtttgaag

cceggeacge

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 12

atgtgggaaa aactcaggtc

gggyceccoy
ttccaccage
agtgagtgca
gtcecgtata
gatccaggta

gcccgtacge
attgtccagt
aatcccctgt
agcccccacyg

gataccaaac

caattatgag
tactgeotgt
cacaatctgg
agggaaaggc
gaccgttatce

tcgecgegga

gggaagaagt
ggcctcgacg
tgrggccatc
acaagccctt
atgcatgtog
ttagtctctg

29

tgctgaactg
gcetgtegtc
atgcacagca
tacaagacca
acgacctegt
atctgaattt
catcatttct
tcctecgagge
cggctgcaat
aacttgtagt
cgttettcat

cgagagtgtg
tctgeattta
cagcgggttc
tagacgaggt
agcagggtct
tcaggcutgg

ccaccgagca
catcgeectce
tgaagctgat
caaccttctt
ctgccacgac

tggcgacccg

tatggtgctt

gctaaagttt
getgratgec
gatgetgggg
aggctgtaga
cctegectat
actcatggac
tggaatagcg
gtccatgtag

cgggtactgc
ccacacceac
tgotLcttgt
gctggaacaa
cacceeectt

aattagggga

60
120
léO
240
300

360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
972

60
120
180
240
300
360



10

15

aatgaagttg
gagatcaaca
cceggtgctg
acaccaactc
gtcecgocag
atccragecg
aatcaccttg
aaécaactcc
actcaactga
tacagggaca

gtcagg

<210> 13
<211>783
<212> ADN

gactaccaga
tgatcgetgt
ggaaaacata
accagaccat
gcacéacgct
gcggtiggtg
atgttttgag
acccagtggg
agaccatctg

aactcatgtc
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cggtgattat gctagcacco
cgcttccaat gtattgegea
ctggctcett caacaggicec

gcttgacatg attagggctt

gcaattcccc grccectccc
tcctggeaag aattccttcc
gcttettagt aaaactaccce
titigattct cattgctatg
gaggtttgga cagaatatct

catggtcaac acaacccgtg

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 13

- gtggaaaaac
gacgccatca
cccactaaag
gctatctttg
ggcacgccecg
aacaaagaat
aagcgtgttg
ctccccaagy
aaactcccag
tggccggatc.
ggtgccggcet

tatctcacaa

ctgtcaggta

ctattgacte
attcactcaa
tgtatgaccc
tcaacctege
gcacggttgc
tagattcetet
tcgcacacaa
tagaacttgce
ggctggttygc
atatggtggg
aatttgttaa

ggccgaattg aggtagactg

tccC

<210> 14
<211> 774
<212> ADN

tgggcaggtc ctcaccecct
cagtcaaggc gecacattcg
caggcaaaga gccctitgtty
acacaggcag ctgcagggcet
agrgcactge gacgggcagce
tcaggcicta ggcaacgggo
ccgcgecatt tgtgcetgatc
cttgggattt_tgtt;ct;ac
acctcactgg cccgtggtgt
cagccttcge ccratccata
ccctrtcggtg tttctaggea
g09cgggact caagtgcttce
ccgggaatat ctigatgatc

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 14

30

ccttgetcee
gcaggttcat
aggatggtga
tggggacgtg.
gcaccggtec
tagatgaagce
tcacctgtet
tttttgacat
gtgatgccat
tgacctacgt

accacaggga
atgtggttac
Ctatcaccag
tgtttgatct
tgatcgtgcet
ataaatttag
tagaagggtc
ctgatttaac
caacccagaa
aatacagecg
ctcctgggaat
cggagacggt
gggagcegaga

tacctgcaaa
catcggecca
tgrtatttac
ccggttcaac
gtgggttecge
agegtattge
aggagacttc
catgccteaa
tcagccagat

ggaaaaacct

ccgagaggac
attgcattty
ggcaagacac
tcctgcaaaa
ggatagaaat
ggccacagac

gagctctecg

acagtttgct'

caatgaaaag
cgegtgeate
cgtgrcatac
tttcagcacc

agttgctgeg

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
966

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
783



gagcgagaag
gttggaggat
gttgcggtag
gatgtgtacc
aaaatgatot
ttccaacttyg
cgtgttcccg
aggagagtcg
gacgctaaaa
ctggcotgce
gaatcggata
aatgatgcgt
aagttttatt

ttgetgegte
gtcatcatgt
tcggggtttc
tcccagatet
tggacttcaa
aaggtcgceta
tcaactctac
tcgggtecac
ttatcctgtc
cggagttctce
cagcgtatct
ttcgtgegcy

ttcccoeggg
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cCtcecacac
cacctccaga
aagccccgga
tgaagcctat
agaagttcga
tttcacctgy
ggtgtacttg
CC&CngQQQ
tagcgegtac
gttggatgac
gtatgagttc
ccaggaagag
ccctgteatt

ggtticattg
tacctcccyge
aaagccgeoga
ctecacceyg
ctaatggict
tatcagcttg
gacccctgea
gcfgacctcg
catggtgaaa
ccagttaagt
accggaazcg
aaaatttata

gaaccaactt

31

gcgacgtcaa
gcgtocttcc
aagcattgtg
agacccagtc
ggaaagacaa
ccagctatgc
tgggeccege
cggtcacccec
tgccoccecgy
aéaaacatac
grgaggactg
aggccactgce

taggcctgaa

aggcactacc
Caaggaatca
cacactgaca
caagtgctgg
aacagcctat
ctcgtacatc
ccrttgcaac
ttatgattac
ataﬁaaaatt
ctgggggttt
ggaggattac
caccagcttg

ttga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
774
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REIVINDICACIONES
1. Una vacuna capaz de inducir una respuesta inmunitaria frente al PRRSV que comprende:

una primera porcién del ADN del ORF1 del PRRSV, seleccionandose dicha porcion del grupo que consiste en los
ID. SEC. N° 2 - 6, 9, y combinaciones de los mismos; y
un transportador farmacologico adecuado.

2. La vacuna de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente una segunda porciéon del ADN del PRRSV
seleccionada del el grupo que consiste en al menos 21 nucleétidos contiguos de un ORF del PRRSV distinto al
ORF1, al menos 21 nucledtidos contiguos del ORF1 del PRRSV, y combinaciones de los mismos.

3. La vacuna de la reivindicaciéon 1, que comprende adicionalmente un ingrediente seleccionado del grupo que
consiste en coadyuvantes, excipientes, y combinaciones de los mismos.

4. El uso de una primera porcion de ADN del ORF1 del PRRSV, seleccionandose dicha porcién del grupo que
consiste en los ID. SEC. N° 2 - 6, 9, y combinaciones de los mismos, para la elaboracion de una composicion para la
induccién de una respuesta inmunitaria frente al PRRSV en un animal susceptible a una infeccion por el PRRSV, en
el que dicha composicién va a ser administrada a dicho animal.

5. El uso de la reivindicacion 4, en el que se proporciona una segunda administracién de dicha composicion.
6. El uso de la reivindicacién 5, comprendiendo adicionalmente dicha composiciéon una segunda porcién de ADN
seleccionada del grupo que consiste en al menos 21 nucleétidos contiguos de un ORF del PRRSV distinto al ORFA1,

al menos 21 nucledtidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos.

7. El uso de la reivindicacién 5, comprendiendo adicionalmente dicha composicién un ingrediente seleccionado del
grupo que consiste en coadyuvantes, excipientes, y combinaciones de los mismos.

8. Un vector que comprende al menos una porcion del ADN del ORF1 del PRRSV, seleccionandose dicha porcion
del grupo que consiste en los ID. SEC. N° 2 - 6, 9, y combinaciones de los mismos.

9. El vector de la reivindicacion 8, siendo dicho vector un plasmido.

10. El vector de la reivindicacién 8, comprendiendo adicionalmente dicho vector una segunda porcion del ADN del
PRRSYV seleccionada del grupo que consiste en al menos 21 nucledtidos contiguos de un ORF del PRRSYV distinto al
ORF1, al menos 21 nucleétidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos.

11. Una célula que contiene un plasmido de acuerdo con la reivindicacion 9.

12. La célula de la reivindicacion 11, comprendiendo adicionalmente dicho plasmido una segunda porciéon del ADN

del PRRSV seleccionada del grupo que consiste en al menos 21 nucledtidos contiguos de un ORF del PRRSV
distinto al ORF1, al menos 21 nucleétidos contiguos del ORF1, y combinaciones de los mismos.
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