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DESCRIPCION
Secuencias de circovirus asociado con la enfermedad del adelgazamiento del lechén (MAP)

La invencion se refiere a procedimientos de deteccion de polipéptidos, a kits de diagndstico de infeccion por el
circovirus MAP de tipo B y los anticuerpos monoclonales o policlonales que pueden reconocer de manera especifica
polipéptidos aislados que tienen la secuencia SEC ID N°17-20. La descripcion tiene por objeto la secuencia
gendmica y las secuencias de nucledtidos que codifican los polipéptidos del circovirus MAP, tales como los
polipéptidos estructurales y no estructurales de dicho circovirus, asi como los vectores que incluyen dichas
secuencias y células o animales transgénicos transformados con dichos vectores. La descripcion se refiere a
procedimientos de deteccion de dichos acidos nucleicos. La invencién se refiere a los procedimientos de deteccion
y/o identificacién de un circovirus MAP en una muestra biolégica, que comprende la puesta en contacto de una
muestra biolégica con un anticuerpo monoclonal o policlonal de acuerdo con la invencién y evidenciar los complejos
antigeno-anticuerpo formados en su caso. La invencion se refiere ademas a kits de diagnéstico de una infeccién por
circovirus MAP de tipo B es una muestra biolégica, que comprende un anticuerpo monoclonal o policlonal de
acuerdo con la invencién y un reactivo para la constitucion de un medio adecuado para una reaccién antigénica.

La descripcién también se refiere a un método de seleccion de compuestos que pueden modular la infeccién virica.
La descripcidon comprende, finalmente, composiciones farmacéuticas, especialmente vacunales, para la prevencion
y/o el tratamiento de infecciones viricas por circovirus MAP asi como el uso del vector de acuerdo con la memoria
descriptiva para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades mediante tratamientos genéticos.

Se ha descrito ampliamente la enfermedad del adelgazamiento del lechon (MAP) o también denominada
decaimiento fatal del lechon (DFP) en América del Norte (Harding, J.C., 1997), y unos autores han relatado la
existencia de una relacién entre esta patologia y la presencia de circovirus porcino (Daft, B. et al., 1996; Clark, E.G.,
1997; Harding, J.C., 1997; Harding, J.C. y Clark, E.G., 1997; Nayar, G.P. et al., 1997). Ya se ha demostrado un
circovirus porcino en unos cultivos celulares derivados del cerdo establecidos en linea e infectados crénicamente
(Tischer, 1., 1986, 1988, 1995; Dulac, G.C., 1989; Edwards, S., 1994; Allan, G.M., 1995 y McNeilly, F., 1996). Este
virus, durante una infeccion experimental de lechones, no resultaba ser patégeno para el cerdo (Tischer, |., 1986,
Homer, G.W., 1991) y se ha determinado y caracterizado su secuencia nucleotidica (Tischer, I., 1982; Meehan, B. M.
et al., 1997; Mankertz, A., 1997). El circovirus porcino, denominado virus PCV, pertenece al género circovirus de la
familia de los circoviridae (Murphy, F.A. et al., 1995) cuyo virion posee un ADN circular de tamafio comprendido
entre 1,7 y 2,3 kb, ADN que comprende 3 marcos abiertos de lectura (ORF1 a ORF3), que codifica para una proteina
de replicacion REP implicada en la fase de iniciacion y de terminacion de la replicacion circular desarrolladora (RCR)
(Heyraud-Nitschke, F., et al., 1995; Harding, M.R. ef al., 1993; Hanson, S.F. et al., 1995; Fontes, E.P.B. et al., 1994),
que codifica para una proteina de capside (Boulton, L.H. et al., 1997; Hackland, A.F. et al., 1994; Chu P.W.G. et al.,
1993) y que codifica para una proteina no estructural denominada de diseminacion (Lazarowitz, S.G. et al., 1989).

Los autores de la presente invencién han observado que las manifestaciones clinicas perceptibles en el cerdo y
relacionadas con la infeccién por el circovirus MAP, estan muy individualizadas. Estas manifestaciones aparecen en
general en unos cerdos de 8 a 12 semanas de edad, destetados desde 4 a 8 semanas. Las primeras sefales son la
hipotonia sin que se llegue a hablar de postracion. Rapidamente (48 horas) los flancos se ahuecan, se marca la
linea de la espalda, los cerdos “blanquean”. Estas sefiales se acompafian en general de hipertermia, de anorexia y
lo mas frecuentemente de manifestaciones respiratorias (tos, disnea, polipnea). Pueden aparecer asimismo unas
diarreas transitorias. La fase de estado de la enfermedad tarda aproximadamente un mes al final del cual los
porcentajes de mortalidad varian de 5 a 20%. A estas mortalidades conviene afiadir una proporcién variable (5-10%)
de animales cadavéricos que ya no pueden presentar ningun futuro econémico. Se debe observar que fuera de este
estado critico de fin de post-destetado, no aparece ninguna anomalia en las ganaderias. En particular, la funcion de
reproducciéon se mantiene perfectamente.

En el plano epidemioldgico, las primeras manifestaciones de esta patologia han aparecido a principios de 1995 en el
Este del departamento de las Cétes d'Armor en Francia, y las ganaderias afectadas se han acantonado sobre todo
en esta zona del departamento. En diciembre de 1996, no se puede evaluar con precision el nimero de ganaderias
afectadas debido a la ausencia de un método de diagndstico especifico en laboratorio ni un dispositivo de
epidemiovigilancia del ganado. Basandose en los hechos clinicos asi como en los resultados de examenes
necropsicos suministrados por los veterinarios, se puede estimar este nimero en varias decenas (80-100). La
contagiosidad de la enfermedad es baja a moderada. Se han sefialado unos casos fuera de la zona inicial y son el
resultado en su mayoria de la transferencia de animales procedentes de ganaderias que conocen el problema. Sin
embargo, una particularidad de la afeccion es su alta persistencia. Asi, unas ganaderias afectadas desde hace un
afio estan todavia afectadas a pesar de la aplicacion masiva de terapéuticos. Las ganaderias con expresion clinica
se reclutan en las diferentes categorias de especializaciéon (crias-cebadores, post-destetados-cebadores) y
diferentes estructuras econémicas estan afectadas. Por otro lado, los trastornos aparecen incluso en unas
ganaderias en las que se respetan las reglas de zootecnia.

Se han realizado numerosos examenes necropsicos o bien en las ganaderias o bien en el laboratorio. Los elementos
de la tabla relativa a las lesiones son disparatados. Las lesiones macroscépicas mas constantes son la neumonia
que se presenta a veces en cuadricula, asi como una hipertrofia de los ganglios linfaticos. Las demas lesiones se
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refieren sobre todo a las visceras toracicas incluyendo en particular la pericarditis y la pleuresia. Pero se observan
asimismo unas artritis y unas Ulceras gastricas. Las lesiones reveladas en el examen histolégico se sitian
esencialmente a nivel pulmonar (neumonia intersticial), ganglionar (deplecion linfoide de los nudos linfaticos, células
gigantes) y renal (glomerulonefritis, vascularitis). Los agentes infecciosos han sido objeto de amplias investigaciones.
Se ha podido excluir la intervencion de los pestivirus y de la enfermedad de Aujeszky. Los trastornos aparecen en
los ganados SDRP (Sindrome Disgenésico y Respiratorio Porcino, infeccion relacionada con un arteriovirus)
seropositivos, pero no se ha podido establecer la funcion de este ultimo en la génesis de los trastornos (la mayoria
de las ganaderias de Bretafia son SDRP seropositivas).

Los autores de la presente invencion, con el objetivo de identificar el agente etiolodgico responsable de la MAP, han
realizado unas pruebas de “contacto” entre lechones manifiestamente “enfermos” y unos cerdos EOPS (Exentos de
Organismos Patégenos Especificos) del CNEVA (Centro Nacional de Estudios Veterinarios y Alimenticios, Francia).
Estas pruebas han permitido observar el desarrollo en los animalarios protegidos de las manifestaciones
comparables con las observadas en ganaderias. Las manifestaciones discretas tales como la hipertermia moderada,
la anorexia y la diarrea intermitente, han aparecido después de una semana de contacto. Se debe observar que el
virus SDRP Uunicamente se ha difundido posteriormente a las manifestaciones clinicas. Por otro lado, unas
inoculaciones de triturados de 6rganos de animales enfermos a unos cerdos sanos ha permitido reproducir unas
manifestaciones parecidas a las observadas en las ganaderias, con, sin embrago, una incidencia menos fuerte
relacionada con las condiciones favorables de mantenimiento de los animales en las instalaciones experimentales.

Asi, los autores de la presente invencion han podido demostrar que las manifestaciones patoldgicas se presentan
como una entidad bien definida que afecta al cerdo en un estadio particular de su crecimiento.

No se ha descrito nunca esta patologia en Francia. Sin embargo, unas informaciones dispersas en particular
canadienses relatan unos hechos parecidos.

Los trastornos no se pueden controlar mediante las terapias existentes.
Los datos recogidos tanto en ganaderias como en experimentaciones han permitido resaltar los siguientes puntos:

- la enfermedad MAP es transmisible pero su contagiosidad es poco elevada,
- su origen etiolégico es de naturaleza infecciosa y probablemente virica,
- la enfermedad MAP presenta un caracter persistente en las ganaderias afectadas.

Se desprenden de ello unas consecuencias econémicas considerables para las ganaderias.

Asi, una necesidad importante en la actualidad se refiere a un diagndstico especifico y sensible, de realizacion
practica y rapida, que permite la deteccion precoz de la infeccion. Se desea, por lo tanto, una prueba fiable, sensible
y practica, que permita la distincion entre las cepas de circovirus porcino (PCV).

Por otro lado, una necesidad de tratamiento eficaz, y bien tolerado de las infecciones por circovirus MAP sigue
siendo asimismo deseado, al no estar disponible en la actualidad ninguna vacuna contra el circovirus MAP.

Tratandose del circovirus MAP, se necesitara probablemente comprender el papel de la defensa inmunitaria en la
fisiologia y la patologia de la enfermedad para desarrollar unas vacunas satisfactorias.

Una informacién mas amplia referente a la biologia de estas cepas, sus interacciones con sus hospedadores, los
fendmenos de infectividad asociados y los de escapatoria a las defensas inmunitarias del hospedador en particular, y
por ultimo su implicacion en el desarrollo de las patologias asociadas, permitira una mejor comprension de estos
mecanismos. Teniendo en cuenta lo anterior, y que muestra en particular las limitaciones de los medios de lucha
contra la infeccién por el circovirus MAP, es por lo tanto primordial en la actualidad por un lado desarrollar unas
herramientas moleculares, en particular a partir de un mejor conocimiento genético del circovirus MAP, pero también
elaborar nuevos tratamientos preventivos y terapéuticos, nuevos métodos de diagnéstico y nuevas estrategias
vacunales especificas, eficaces y toleradas. La presente invencion tiene precisamente por objeto un nuevo método
diagndstico.

La presente invencion tiene precisamente por objeto un nuevo método diagndstico.

La presente descripcion tiene por objeto las secuencias nucleotidicas del genoma de circovirus MAP seleccionadas
de entre las secuencias SEC IDn° 1, SEC ID n° 2, SEC ID n° 9, SEC ID n° 10, o uno de sus fragmentos.

Las secuencias nucleotidicas de secuencias SEC ID n® 1 y SEC ID n® 2 corresponden respectivamente a la
secuencia genomica nucleotidica de la Hebra de polaridad (+) y de la Hebra de polaridad (-) del circovirus MAP de
tipo A (o PCVA), estando la secuencia SEC ID n° 2 representada segun la orientacion 5' — 3'.

Las secuencias nucleotidicas de secuencias SEC ID n°® 9 y SEC ID n® 10 corresponden respectivamente a la
secuencia genémica de la Hebra de polaridad (+) y de la hebra de polaridad (-) del circovirus MAP de tipo B (PCVB),
estando la secuencia SEC ID n° 10 representada segun la orientacion 5" — 3.
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La presente descripcion tiene asimismo por objeto unas secuencias nucleotidicas caracterizadas porque se
seleccionan de entre:

a) una secuencia nucleotidica de fragmento especifico de una secuencia SEC ID n° 1, SEC ID n° 2, SEC ID n° 9,
SEC ID n® 10 o uno de sus fragmentos;

b) una secuencia nucleotidica homdloga a una secuencia nucleotidica tal como la definida en a);

C) una secuencia nucleotidica complementaria de una secuencia nucleotidica tal como la definida en a) o b), y
una secuencia nucleotidica de su ARN correspondiente;

d) una secuencia nucleotidica capaz de hibridarse en unas condiciones rigurosas con una secuencia tal como la
definida en a), b) o c¢);

€) una secuencia nucleotidica que comprende una secuencia tal como la definida en a), b), c) o d); y

f) una secuencia nucleotidica modificada de una secuencia nucleotidica tal como la definida en a), b), c), d) o e).

Mediante la expresiéon “secuencia nucleotidica, polinucleétido o acido nucleico” se entiende, segun la presente
descripcion, tanto un ADN bicatenario como monocatenario en unas formas monoméricas y diméricas (denominadas
en tandem) como unos productos de transcripcion de dichos ADN.

Se debe comprender que la presente descripcion no se refiere a las secuencias nucleotidicas gendmicas
consideradas en su ambiente natural, es decir en el estado natural. Se trata de secuencias que han podido ser
aisladas, purificadas o parcialmente purificadas, a partir de métodos de separacién tales como por ejemplo la
cromatografia por intercambio de iones, por exclusion basada en el tamafio molecular, o por afinidad, o también las
técnicas de fraccionamiento basadas en la solubilidad en diferentes disolventes, o a partir de métodos de ingenieria
genética tales como la amplificacién, la clonacion y la sub-clonacién, pudiendo las secuencias de la descripcion estar
llevadas por vectores.

Las secuencias nucleotidicas SEC ID n° 1 y SEC ID n° 9 han sido obtenidas mediante secuenciacién del genoma por
el método de Sanger.

Mediante la expresion “fragmento de secuencia nucleotidica” segun la descripcion, se entendera designar cualquier
fragmento nucleotidico del circovirus MAP, de tipo A o B, de longitud de por lo menos 8 nucleétidos, preferentemente
por lo menos 12 nucledtidos, y mas preferentemente por lo menos 20 nucleétidos consecutivos de la secuencia de la
cual procede.

Mediante la expresion “fragmento especifico de secuencia nucleotidica” segun la descripcion, se entendera designar
cualquier fragmento nucleotidico del circovirus MAP, de tipo A o B, que presenta, después de la alineacién y de la
comparacion con los fragmentos correspondientes del circovirus porcino conocido, por lo menos un nucleétido o
base de naturaleza diferente. Por ejemplo, los fragmentos nucleotidicos especificos de circovirus MAP de tipo A se
pueden determinar facilmente haciendo referencia a la figura 3 de la presente descripcidn en la que se ponen en
evidencia los nucledtidos o bases de la secuencia SEC ID n° 1 (circopordfp) que son de naturaleza diferente,
después de la alineacion de dicha secuencia SEC ID n° 1 con las otras dos secuencias de circovirus porcino
conocidas (circopormeeh y circopormank).

Mediante la expresion secuencia nucleotidica homologa en el sentido de la presente descripcion, se entiende una
secuencia nucleotidica que presenta por lo menos un porcentaje de identidad con las bases de una secuencia
nucleotidica segun la descripcion de por lo menos 80%, preferentemente 90% y 95%, siendo este porcentaje
puramente estadistico y pudiendo las diferencias entre las dos secuencias nucleotidicas ser repartidas al azar y
sobre toda su longitud.

Mediante la expresion secuencia nucleotidica homodloga especifica en el sentido de la presente descripcion, se
entiende una secuencia nucleotidica homdloga que presenta por lo menos una secuencia nucleotidica de fragmento
especifico, tal como se ha definido anteriormente. Dichas secuencias homoélogas “especificas” pueden comprender,
por ejemplo, las secuencias que corresponden a la secuencia genémica o a las secuencias de sus fragmentos
representativos de variantes de circovirus MAP de tipo A o B. Asi, estas secuencias homologas especificas pueden
corresponder a unas variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de
tipo A o B, y corresponder en particular a unos truncamientos, a unas sustituciones, a unas deleciones y/o a unas
adiciones de por lo menos un nucledtido. Dichas secuencias homélogas pueden corresponder asimismo a unas
variaciones relacionadas con la degeneracion del cédigo genético.

En la presente descripcion, se entendera designar como circovirus MAP, los circovirus asociados con la enfermedad
del adelgazamiento del lechon (MAP) de tipo A (PCVA) o de tipo B (PCVB), definidos a continuacién por su
secuencia genémica, asi como los circovirus cuyas secuencias nucleicas son homodlogas a las secuencias de los
circovirus MAP de tipo A o B, tales como en particular los circovirus que corresponden a unas variantes de tipo A o
de tipo B.

Mediante la expresion secuencia nucleotidica complementaria de una secuencia de la descripcion, se entiende
cualquier ADN cuyos nucleétidos son complementarios de los de la secuencia de la descripcion, y cuya orientacion
esta invertida (secuencia antiparalela).
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Mediante la expresion hibridacién en unas condiciones de rigor con una secuencia nucleotidica segun la descripcion,
se entiende una hibridacion en unas condiciones de temperatura y de fuerza ionica elegidas de tal manera que
permiten el mantenimiento de la hibridacion entre dos fragmentos de ADN complementarios.

A titulo ilustrativo, unas condiciones de fuerte rigor de la etapa de hibridacion con el fin de definir los fragmentos
nucleotidicos descritos anteriormente, son ventajosamente las siguientes.

La hibridacién se realiza a una temperatura preferida de 65°C en presencia de tampén SSC, 1 x SSC que
corresponde a 0,15 M de NaCl y 0,05 M de citrato de Na. Las etapas de lavado pueden ser por ejemplo las
siguientes:

- 2 xSSC, a temperatura ambiente seguido de 2 lavados a 2 x SSC, 0,5% SDS a 65°C; 2 x 0,5 x SSC, 0,5% SDS;
a 65°C durante 10 minutos cada uno.

Las condiciones de rigor intermedia, usando por ejemplo una temperatura de 42°C en presencia de un tampoén 2 x
SSC, o de baja rigor, por ejemplo una temperatura de 37°C en presencia de un tampén 2 x SSC, requieren
respectivamente para la hibridacién entre las dos secuencias una complementariedad global lo menos importante.

Las condiciones rigurosas de hibridacién descritas anteriormente para un polinucledtido de tamafio de
aproximadamente 350 bases, seran adaptadas por el experto en la materia para unos oligonucleétidos de tamafo
mas grande o mas pequefio, segun las ensefianzas de Sambrook et al, 1989.

Entre las secuencias nucleotidicas segun la descripcion, se prefieren asimismo las que se pueden utilizar como
cebador o sonda en unos métodos que permiten obtener las secuencias homoélogas segun la descripcion, siendo
estos métodos tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la clonacién y la secuenciacion de acido
nucleotidico bien conocidos por el experto en la materia.

Entre dichas secuencias nucleotidicas segun la descripcion, se prefieren también las que se pueden utilizar como
cebador o sonda en unos métodos que permiten diagnosticar la presencia de circovirus MAP o una de sus variantes
tales como las definidas a continuacion.

Se prefieren asimismo las secuencias nucleotidicas segun la descripcion capaces de modular, de inhibir o de inducir
la expresion de gen de circovirus MAP, y/o capaces de modular el ciclo de replicacion de circovirus MAP en la célula
y/o el organismo hospedador. Se entendera designar por ciclo de replicacién, la invasién, la multiplicacion de
circovirus MAP, y su propagacion células hospedadores a células hospedadores en el organismo hospedador.

De entre dichas secuencias nucleotidicas segun la descripcion, se prefieren por ultimo las que corresponden a unos
marcos abiertos de lectura, denominados secuencias ORF (ORF por “open reading frame”), y que codifican para
unos polipéptidos, tales como, por ejemplo, las secuencias SEC ID n° 3 (ORF1), SEC ID n° 4 (ORF2)y SECID n° 5
(ORF3), que corresponden respectivamente a las secuencias nucleotidicas comprendidas entre las posiciones 47 a
985 determinadas con respecto a la posicion de los nucleétidos en la secuencia SEC ID n° 1, las posiciones 1723 a
1022 y las posiciones 658 a 38 con respecto a la posicion de los nucleétidos en la secuencia SEC ID n° 2
(representada segun la orientacion 3' — 5'), estando incluidos los extremos, o también las secuencias SEC ID n° 11
(ORF'1), SEC ID n°® 12 (ORF'2) y SEC ID n°® 13 (ORF'3), que corresponden respectivamente a las secuencias
comprendidas entre las posiciones 51 a 995 determinadas con respecto a la posicion de los nucleétidos en la
secuencia SEC ID n° 9, las posiciones 1734 a 1033 y las posiciones 670 a 357, estando las posiciones determinadas
con respecto a la posicion de los nucleétidos en la secuencia SEC ID n° 10 (representada segun la orientacion 3' —
5"), estando incluidos los extremos.

Los fragmentos de secuencia nucleotidica segin la descripcion se pueden obtener, por ejemplo, mediante
amplificacion especifica, tal como la PCR, o después de la digestion mediante unas enzimas de restriccion
apropiadas de secuencias nucleotidicas segun la descripcion; estos métodos se describen en particular en los
trabajos de Sambrook et al, 1989. Dichos fragmentos representativos se pueden obtener asimismo mediante
sintesis quimica cuando su tamafio no es demasiado importante y segin unos métodos bien conocidos por el
experto en la materia.

Mediante la expresion secuencia nucleotidica modificada se entendera cualquier secuencia nucleotidica obtenida
mediante mutagénesis segun unas técnicas bien conocidas por el experto en la materia, y que comprenden unas
modificaciones con relacion a las secuencias normales segun la descripcion, por ejemplo unas mutaciones en las
secuencias reguladoras y/o promotoras de la expresién de polipéptido, que conducen en particular a una
modificacion del porcentaje de expresion de dicho polipéptido o a una modulacién del ciclo replicativo.

Mediante la expresion secuencia nucleotidica modificada se entendera asimismo cualquier secuencia nucleotidica
que codifica para un polipéptido modificado tal como se definira a continuacién.

La presente descripcion tiene por objeto unas secuencias nucleotidicas de circovirus MAP, caracterizadas porque se
seleccionan de entre las secuencias SEC IDn° 3, SECIDn°4, SECIDn° 5, SECIDn° 11, SEC ID n® 12, SEC ID n°
13, o uno de sus fragmentos.
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La descripcion se refiere asimismo a las secuencias nucleotidicas caracterizadas porque comprenden una secuencia
nucleotidica seleccionada de entre:

a) una secuencia nucleotidica SEC ID n°® 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5, SEC ID n® 11, SEC ID n°® 12, SEC ID n°® 13
o uno de sus fragmentos;

b) una secuencia nucleotidica de fragmento especifico de una secuencia tal como la definida en a);

c) una secuencia nucleotidica homéloga que comprende por lo menos el 80% de identidad con una secuencia tal
como la definida en a) o b)

d) una secuencia nucleotidica complementaria o de ARN que corresponde a una secuencia tal como la definida
ena),b)oc);y

€) una secuencia nucleotidica modificada de una secuencia tal como la definida en a), b), c), o d).

En lo que se refiere a la homologia con las secuencias nucleotidicas SEC ID n° 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5, SEC ID
n® 11, SEC ID n° 12, SEC ID n° 13, o uno de sus fragmentos, se prefieren las secuencias homélogas, en particular
especificas, que presentan un porcentaje de identidad con una de las secuencias SEC ID n° 3, SEC ID n° 4, SEC ID
n®5, SEC ID n° 11, SEC ID n° 12, SEC ID n° 13, o uno de sus fragmentos de por lo menos 80%, preferentemente de
90% y de 95%. Dichas secuencias homdlogas especificas pueden comprender, por ejemplo, las secuencias que
corresponden a las secuencias ORF1, ORF2, ORF3, ORF'1, ORF'2 y ORF'3 de variante de circovirus MAP de tipo A
o de tipo B. Estas secuencias homadlogas especificas pueden corresponder de la misma manera a unas variaciones
relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de tipo A o de tipo B, y corresponder
en particular a unos truncamientos, unas sustituciones, unas deleciones y/o unas adiciones de por lo menos un
nucledtido.

De entre las secuencias nucleotidicas segun la descripcion, se prefiere en particular la secuencia SEC ID n® 11 que
presenta una homologia que comprende mas del 90% de identidad con la secuencia SEC ID n° 3, asi como la
secuencia SEC ID n° 12.

De manera preferida, la descripcion se refiere a las secuencias nucleotidicas segun la descripcion, caracterizadas
porque comprenden una secuencia nucleotidica seleccionada de entre las secuencias siguientes:

a) 170 5TGIGGCGA 3

b) 450 5' AGTTTCCT 3

c) 1026 5' TCATTTAGAGGGTCTTTCAG 3
d) 1074 5' GTCAACCT 3

e) 1101 5' GTGGTITGC 3

f) 1123 5' AGCCCAGG 3

g) 1192 5' TTGGCTGG 3

h) 1218 5' TCTAGCTCTGGT 3

i) 15015' ATCTCAGCTCGT 3

j) 1536 5' TGTCCTCCTCTT 3

k) 1563 5' TCTCTAGA 3';

1) 1632 5' TGTACCAA 3

m) 1686 5' TCCGTCTT 3'; y su secuencia complementaria.

En la lista de las secuencias nucleotidicas a)-m) anterior, los nucleétidos subrayados estan mutados con respecto a
las dos secuencias conocidas de circovirus no patégenos para el cerdo. El nimero que precede a la secuencia
nucleotidica representa la posicién del primer nucleétido de dicha secuencia en dicha SEC ID n° 1.

La descripcion comprende los polipéptidos codificados por una secuencia nucleotidica segun la descripcion,
preferentemente un polipéptido cuya secuencia esta representada por un fragmento, en particular especifico, de una
de las 6 secuencias de aminoacidos representadas en la figura 2, correspondiendo estas 6 secuencias de
aminoacidos a los polipéptidos que pueden ser codificados segin unos de los 3 marcos de lectura posibles de la
secuencia SEC ID n°® 1 o de la secuencia SEC ID n° 2, o un polipéptido cuya secuencia esta representada por un
fragmento, en particular especifico, de una de las 6 secuencias de aminoacidos representadas en la figura 8,
correspondiendo estas 6 secuencias de aminoacidos a los polipéptidos que pueden ser codificados segun uno de los
3 marcos de lectura posibles de la secuencia SEC ID n° 9 o de la secuencia SEC ID n° 10.

La descripcion también se refiere a los polipéptidos caracterizados porque comprenden un polipéptido seleccionado
de entre las secuencias de aminoacidos SEC ID n° 6, SEC IDn° 7, SEC ID n° 8, SEC ID n° 14, SEC ID n° 16, o uno
de sus fragmentos.

De entre los polipéptidos segun la descripcion, se prefiere en particular el polipéptido de secuencia de aminoacidos
SEC ID n° 14 que presenta una homologia que comprende mas del 80% de identidad con la secuencia SEC ID n° 6,
asi como el polipéptido de secuencia SEC ID n° 15.

La descripcion se refiere también a los polipéptidos caracterizados porque comprenden un polipéptido seleccionado
de entre:
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a) un fragmento especifico de por lo menos 5 aminoacidos de un polipéptido de secuencia de aminoacidos segun
la descripcion;

b) un polipéptido homdlogo a un polipéptido tal como el definido en a);

c) un fragmento especifico biolégicamente activo de polipéptido tal como el definido en a) o b); y

d) un polipéptido modificado de un polipéptido tal como el definido en a), b) o c).

El término “polipéptidos”, como se usa en la presente memoria, designa preferiblemente los polipéptidos de
secuencias de aminoacidos SEC ID n° 17, SEC ID n® 18, SEC ID n° 19 y SEC ID n° 20, siendo estos polipéptidos en
particular capaces de reconocer de manera especifica los anticuerpos producidos durante la infeccién por el
circovirus MAP de tipo B. Estos polipéptidos presentan asi unos epitopos especificos del circovirus MAP de tipo B y
pueden, por lo tanto, ser usados en particular en el campo del diagnéstico o como agente inmundgeno para conferir
una proteccion en el cerdo contra la infeccién por el circovirus MAP, en particular de tipo B.

En la presente descripcion, los términos polipéptido, péptido y proteina son intercambiables.

Se debe entender que la invencion no se refiere a los polipéptidos en forma natural, es decir, que no se recogen en
su entorno natural sino que se han podido aislar u obtener mediante purificacién a partir de fuentes naturales, o bien
obtenidos mediante recombinacién genética, o también mediante sintesis quimica, y que pueden comprender
entonces unos aminoacidos no naturales, tal como se describira a continuacion.

Mediante la expresion “fragmento de polipéptido” segun la descripcion, se entiende designar un polipéptido que
comprende como minimo 5 aminoacidos, preferentemente 10 aminoacidos y 15 aminoacidos.

Mediante la expresion “fragmento especifico de polipéptido”, se entiende designar, en la presente descripcion, un
fragmento de polipéptido codificado por una secuencia nucleotidica de fragmento especifico segun la descripcion.

Mediante la expresién polipéptido homologo se entendera designar los polipéptidos que presentan, con relacién al
polipéptido natural, ciertas modificaciones como en particular una delecioén, una adicién o una sustituciéon de por lo
menos un aminoacido, un truncamiento, un alargamiento, una fusién quimérica y/o una mutacion. Entre los
polipéptidos homologos, se prefieren aquéllos cuya secuencia de aminodacidos presenta por lo menos 80%,
preferentemente 90%, de homologia con las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos segun la descripcion.

Mediante la expresion “polipéptido homadlogo especifico” se entendera designar los polipéptidos homdlogos tales
como se han definido anteriormente y que presentan un fragmento especifico de polipéptido segun la descripcion.

En el caso de una sustitucion, se sustituyen uno o varios aminoacidos consecutivos 0 no consecutivos por unos
aminoacidos “equivalentes”. La expresion aminoacido “equivalente” tiende aqui a designar cualquier aminoacido
susceptible de ser sustituido con uno de los aminoacidos de la estructura de base sin modificar sin embargo
esencialmente las actividades bioldgicas de los péptidos correspondientes y tales como se definiran a continuacion.

Estos aminoacidos equivalentes pueden ser determinados o bien apoyandose en su homologia de estructura con los
aminoacidos con los que se sustituyen, o bien en unos resultados de ensayos comparativos de actividad bioldgica
entre los diferentes polipéptidos susceptibles de ser efectuados.

A titulo de ejemplo, se mencionaran las posibilidades de sustituciones susceptibles de ser efectuadas sin que resulte
de ello ninguna modificacion profunda de la actividad biolégica de los polipéptidos modificados correspondientes, las
sustituciones, por ejemplo, de la leucina por la valina o la isoleucina, del acido aspartico por el acido glutamico, de la
glutamina por la asparagina, de la arginina por la lisina, etc., siendo las sustituciones inversas naturalmente factibles
en las mismas condiciones.

Los polipéptidos homdlogos especificos corresponden asimismo a los polipéptidos codificados por las secuencias
nucleotidicas homdlogas especificas tales como se han definido anteriormente y comprenden asi en la presente
definicion los polipéptidos mutados o que corresponden a unas variantes, que pueden existir en circovirus MAP, y
que corresponden en particular a unos truncamientos, unas sustituciones, unas deleciones y/o unas adiciones de por
lo menos un residuo de aminoacido.

Mediante la expresion “fragmento especifico biolégicamente activo de un polipéptido” segun la invencion, se
entendera designar en particular un fragmento especifico de polipéptido, tal como se ha definido anteriormente, que
presenta por lo menos una de las caracteristicas de los polipéptidos segun la invencion, en particular porque es:

- capaz de inducir una reaccion de inmunogenicidad dirigida contra un circovirus MAP; y/o

- capaz de ser reconocido por un anticuerpo especifico de un polipéptido segun la descripcion; y/o

- capaz de unirse a un polipéptido o a una secuencia nucleotidica de circovirus MAP; y/o

- capaz de ejercer una actividad fisiolégica, incluso parcial, tal como, por ejemplo, una actividad de diseminacion o
estructural (capside); y/o

- capaz de modular, inducir o inhibir la expresion de gen de circovirus MAP o una de sus variantes, y/o capaz de
modular el ciclo de replicacion de circovirus MAP en la célula y/o el organismo hospedador.
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Los fragmentos de polipéptido segun la descripcion pueden corresponder a unos fragmentos aislados o purificados
naturalmente presentes en un circovirus MAP o corresponder a unos fragmentos que se pueden obtener mediante
escision de dicho polipéptido por una enzima proteolitica tal como la tripsina o la quimiotripsina o la colagenasa, o
mediante un reactivo quimico, tal como el bromuro de ciandégeno (CNBr) o también disponiendo dicho polipéptido en
un entorno muy acido, por ejemplo a pH 2,5. Dichos fragmentos polipeptidicos se puede preparar asimismo
indiferentemente mediante sintesis quimica, a partir de hospedadores transformados por un vector de expresion
segun la invencion que contienen un acido nucleico que permite la expresion de dichos fragmentos, dispuesto bajo el
control de los elementos de regulacion y/o de expresion apropiados.

Mediante la expresion “polipéptido modificado” de un polipéptido segun la invencion, se entiende designar un
polipéptido obtenido mediante recombinacion genética o mediante sintesis quimica tal como se describira a
continuacion, que presenta por lo menos una modificacion con relacién a la secuencia normal. Estas modificaciones
podran apoyarse asimismo sobre unos aminoacidos en el origen de una especificidad, de la patologia y/o de
virulencia, o en el origen de la conformacion estructural, y de la capacidad de insercion membranaria del polipéptido
segun la invencioén. Asi, se podran crear unos polipéptidos de actividad equivalente, aumentada o disminuida, y de
especificidad equivalente, mas estrecha, o mas ancha. Entre los polipéptidos modificados, se deben citar los
polipéptidos en los que se pueden modificar hasta 5 aminoacidos, truncados en el extremo N- o C-terminal, o bien
delecionados, o bien afnadidos.

Tal como se indica, las modificaciones del polipéptido tendran como objetivo en particular:

- hacer que sea capaz de modular, inhibir o inducir la expresién de gen de circovirus MAP y/o capaz de modular el
ciclo de replicacion de circovirus MAP en la célula y/o el organismo hospedador,

- permitir su incorporacién en unas composiciones vacunales,

- modificar su biodisponibilidad como compuesto de uso terapéutico.

Los métodos que permiten demostrar dichas modulaciones sobre unas células eucariotas o procariotas son bien
conocidos por el experto en la materia. Se entiende asimismo que las secuencias nucleotidicas que codifican para
dichos polipéptidos modificados se podran usar para dichas modulaciones, por ejemplo por medio de vectores segun
la descripcion y descritos a continuacion, con el fin, por ejemplo, de prevenir o tratar las patologias relacionadas con
la infeccion.

Los polipéptidos modificados anteriores se pueden obtener usando la quimica combinatoria, en la que es posible
hacer variar sistematicamente unas partes de polipéptido antes de ensayarlas sobre unos modelos, cultivos
celulares o microorganismos por ejemplo, para seleccionar los compuestos mas activos o que presentan las
propiedades buscadas.

La sintesis quimica presenta asimismo la ventaja de poder usar:

- aminoacidos no naturales, o
- uniones no peptidicas.

Asi, con el fin de mejorar la duracion de vida de los polipéptidos segun la invencion, podra ser interesante usar unos
aminoacidos no naturales, por ejemplo en forma D, o bien unos analogos de aminoacidos, en particular unas formas
azufradas por ejemplo.

Por ultimo, la estructura de los polipéptidos segun la invencion, sus formas homoélogas especificas o modificadas, se
podra integrar en unas estructuras quimicas de tipo polipeptidica u otras. Asi, puede ser interesante prever en los
extremos N y C-terminales unos compuestos no reconocidos por las proteasas.

Asimismo, forman parte de la descripcion las secuencias nucleotidicas que codifican para un polipéptido segun la
invencion.

La descripcién se refiere asimismo a las secuencias nucleotidicas que se pueden utilizar como cebador o sonda,
caracterizadas porque dichas secuencias se seleccionan de entre las secuencias nucleotidicas segun la descripcion.

De entre los pares de secuencias nucleotidicas que se pueden utilizar como par de cebadores segun la descripcion,
se prefieren los pares de cebadores seleccionados de entre los pares siguientes:

a)5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3, y
5'TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3

b) 5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3, y

5'CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3}

c) 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCACT 3,y

5'GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3

d) 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCACT 3', y

5'CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3 y

e)5' CCT GTC TAC TGC TGT GAG TAC CTT GT 3', y
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5' GCA GTA GAC AGG TCACTC CGT TGT CC 3.

La clonacion y la secuenciacion del circovirus MAP, de tipo A y B, ha permitido identificar, tras el analisis
comparativo con las secuencias nucleotidicas de los otros circovirus porcinos, cuales eran de entre las secuencias
de fragmentos de estos acidos nucleicos, las que son estrictamente especificas del circovirus MAP de tipo A, de tipo
B o de tipo A y B, y las que corresponden a una secuencia consenso de circovirus porcinos diferentes de los
circovirus MAP de tipo A y/o B.

Existe asimismo una gran necesidad para poder disponer de secuencias nucleotidicas que se pueden utilizar como
cebador o sonda especificos del conjunto de circovirus porcinos diferentes conocidos y no patégenos.

Dichas secuencias nucleotidicas consenso especificas del conjunto de circovirus, diferentes de los circovirus MAP
de tipo A y B, son facilmente identificables a partir de la figura 3 y de la secuencia SEC ID n° 9, y forman parte de la
descripcion.

De entre dichas secuencias nucleotidicas consenso, se prefiere la caracterizada porque forma parte del par de
cebadores siguiente:

a)5' GTG TGC TCG ACA TTG GTG TG 3, y
5'TGG AAT GTT AAC TAC CTC AA 3.

La descripcion comprende asimismo un secuencia nucleotidica segun la descripcion, caracterizada porque dicha
secuencia es una secuencia consenso especifica de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de tipo B y
porque es uno de los cebadores del par de cebadores siguiente:

a)5' GGC GGC GCCATC TGTAACGGT TT 3",y
5' GAT GGC GCC GAA AGA CGG GTATC 3.

Se entiende que la presente invencion tiene asimismo por objeto los polipéptidos especificos de circovirus porcinos
conocidos diferentes de los circovirus MAP, codificados por dichas secuencias nucleotidicas consenso, susceptibles
de ser obtenidos por purificacion a partir de los polipéptidos naturales, por recombinacién genética o por sintesis
quimica mediante procedimientos bien conocidos por el experto en la materia y tales como los descritos en particular
a continuacion. Del mismo modo, los anticuerpos mono o policlonales, marcados o no marcados dirigidos contra
dichos polipéptidos especificos codificados por dichas secuencias nucleotidicas consenso, forman parte también de
la descripcion.

Dichas secuencias nucleotidicas consenso, dichos polipéptidos correspondientes, asi como dichos anticuerpos
dirigidos contra dichos polipéptidos, se podran utilizar en procedimientos o estuches de deteccion y/o de
identificacion tales como los descritos a continuacion, en lugar o ademas de las secuencias nucleotidicas, de los
polipéptidos o de los anticuerpos segun la descripcion, especificos de circovirus MAP de tipo A y/o B.

Estos protocolos se han mejorado para detectar de manera diferencial las formas monomeéricas circulares de formas
replicativas especificas del virién o del ADN en replicacion y las formas diméricas encontradas en las construcciones
moleculares denominadas en tandem.

La descripcion se refiere ademas a la utilizacion de una secuencia nucleotidica segun la descripcién, como cebador
0 sonda, para la deteccion y/o la amplificacion de secuencias de acido nucleico.

Las secuencias nucleotidicas segun la descripcion se pueden utilizar asi para amplificar secuencias nucleotidicas,
en particular mediante la técnica PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) (Erlich, 1989; Innis et al., 1990; Rolfs et
al., 1991; et White et al., 1997)

Estos cebadores oligodesoxirribonucleicos u oligorribonucleicos tienen ventajosamente una longitud de por lo menos
8 nucledtidos, preferentemente de por lo menos 12 nucledtidos, y también mas preferentemente por lo menos 20
nucledtidos.

Se pueden emplear ventajosamente otras técnicas de amplificacion del acido nucleico como alternativas a la PCR.

Las secuencias nucleotidicas de la descripcion, en particular los cebadores segun la descripcion, se pueden utilizar
en otros procedimientos de amplificacién de un acido nucleico diana, tales como:

- la técnica TAS (Transcription-based Amplification System), descrita por Kwoh et al. en 1989;

- latécnica 3SR (Self-Sustained Sequence Replication), descrita por Guatelli et al. en 1990;

- la técnica NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), descrita por Kievitis ef al. en 1991;

- la técnica SDA (Strand Displacement Amplification) o técnica de amplificacion con desplazamiento de hebra
(Walker et al., 1992);

- la técnica TMA (Transcription Mediated Amplification).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 548 145 T3

Los polinucledtidos de la descripcion se pueden utilizar también en técnicas de amplificaciéon o de modificaciéon del
acido nucleico que sirve de sonda, tales como

- la técnica LCR (Ligase Chain Reaction), descrita por Landegren ef al. en 1988 y perfeccionada por Barany et al.
en 1991, que emplea una ligasa termoestable;

- la técnica de RCR (Repair Chain Reaction), descrita por Segev en 1992;

- la técnica CPR (Cycling Probe Reaction), descrita por Duck et al. en 1990;

- la técnica de amplificacion con Q-beta-replicasa, descrita por Miele et al. en 1983 y perfeccionada en particular
por Chu et al. en 1986, Lizardi ef al. en 1988, y después por Burg et al., asi como por Stone et al. en 1996.

En el caso en que el polinucledtido diana a detectar es un ARN, por ejemplo un ARNm, se podra utilizar,
previamente a la realizacién de una reaccion de amplificacion con ayuda de por lo menos un cebador segun la
descripcion o a la realizacién de un procedimiento de deteccion con ayuda de por lo menos una sonda de la
descripcion, una enzima de tipo transcriptasa inversa con el fin de obtener un ADNc a partir del ARN contenido en la
muestra biolégica. El ADNc obtenido servira entonces de diana para el o los cebadores o la o las sondas utilizadas
en el procedimiento de amplificacion o de deteccion segun la descripcion.

La sonda de deteccion se elegira de tal manera que se hibride con la secuencia diana o el amplicon generado a
partir de la secuencia diana. Una sonda de deteccion de este tipo tendra ventajosamente por secuencia una
secuencia de por lo menos 12 nucledtidos, en particular de por lo menos 20 nucledétidos, y preferentemente de por lo
menos 100 nucleodtidos.

La descripcion comprende también las secuencias nucleotidicas que se pueden utilizar como sonda o cebador
segun la descripcion, caracterizadas porque estan marcadas por un compuesto radioactivo o por un compuesto no
radioactivo.

Se pueden utilizar las secuencias nucleotidicas no marcadas como sondas o cebadores, sin embargo las secuencias
estan marcadas generalmente por un elemento radioactivo (32P, 35S, 3H, 125I) o por una molécula no radioactiva
(biotina, acetilaminofluoreno, digoxigenina, 5-bromo-desoxiuridina, fluoresceina) para obtener unas sondas que se
pueden utilizar para numerosas aplicaciones.

Unos ejemplos de marcado no radioactivos de secuencias nucleotidicas estan descritos, por ejemplo, en la patente
francesa n°® 78.10975 o por Urdea et al. o por Sanchez-Pescador et al. en 1988.

En este ultimo caso, se podra utilizar también uno de los métodos de marcado descritos en las patentes FR 2 422
956 y FR-2 518 755.

La técnica de hibridacion se puede realizar de varias maneras (Matthews et al. 1988). El método mas general
consiste en inmovilizar el acido nucleico extraido de las células sobre un soporte (tal como nitrocelulosa, nailon,
poliestireno) y en incubar, en condiciones bien definidas, el acido nucleico diana inmovilizado con la sonda. Después
de la hibridacion, se retira el exceso de sonda y las moléculas hibridas formadas se detectan mediante el método
apropiado (medicion de la radioactividad, de la fluorescencia o de la actividad enzimatica relacionada con la sonda).

La descripcion comprende asimismo las secuencias nucleotidicas segun la descripcion, caracterizadas porque estan
inmovilizadas sobre un soporte, de manera covalente o no covalente.

Segun otra realizacion ventajosa de las secuencias nucleotidicas segun la descripcidn, estas Ultimas se pueden
utilizar inmovilizadas sobre un soporte y servir asi para capturar la hibridacion especifica del acido nucleico diana
obtenido a partir de la muestra biolégica a ensayar. Si es necesario, el soporte sélido se separa de la muestra y el
complejo de hibridacién formado entre la sonda denominada de captura y el acido nucleico diana se detecta a
continuacion gracias a una segunda sonda, denominada sonda de deteccion, marcada por un elemento facilmente
detectable.

Otro objeto de la presente descripcion es un vector para la clonaciéon y/o la expresidon de una secuencia,
caracterizado porque contiene una secuencia nucleotidica segun la descripcion.

Los vectores segun la descripcion, caracterizados porque comprenden los elementos que permiten la expresion y/o
la secrecién de dichas secuencias nucleotidicas en una célula hospedador forman parte asimismo de la descripcién.

El vector debe entonces comprender un promotor, unas sefiales de iniciacion y de terminacion de la traduccién, asi
como unas regiones apropiadas de regulacién de la transcripcion. Debe poder ser mantenido de manera estable en
la célula hospedador y puede eventualmente poseer unas sefiales particulares que especifican la secrecion de la
proteina traducida. Estos diferentes elementos se eligen en funcién del hospedador celular usado. Con este fin, las
secuencias nucleotidicas segun la descripcion se pueden insertar en unos vectores de replicacion auténoma en el
seno del hospedador elegido, o en unos vectores integradores del hospedador elegido.

Dichos vectores se prepararan segun los métodos usados habitualmente por el experto en la materia, y los clones
resultantes se podran introducir en un hospedador apropiado mediante unos métodos estandares, tales como, por
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ejemplo, la lipofeccion, la electroporacion, el choque térmico.
Los vectores segun la descripcion son, por ejemplo, unos vectores de origen plasmidico o virico.
Un vector preferido para la expresion de los polipéptidos de la descripcidn es el baculovirus.

Se prefiere asimismo el vector pBS KS en el que se inserta la secuencia de ADN en tandem del circovirus MAP de
tipo A (o DFP), tal como el depositado en la CNCM el 3 de julio de 1997, con el nimero [-1891.

Estos vectores son Utiles para transformar células hospedadores con el fin de clonar o expresar las secuencias
nucleotidicas de la descripcién.

La descripcion comprende asimismo las células hospedadores transformadas por un vector segun la descripcion.

Estas células se pueden obtener mediante la introduccién en unas células hospedadores de una secuencia
nucleotidica insertada en un vector tal como se ha definido anteriormente, y después el cultivo de dichas células en
unas condiciones que permiten la replicacion y/o la expresion de la secuencia nucleotidica transfectada.

El hospedador celular se puede seleccionar de entre unos sistemas procariotas o eucariotas, tal como, por ejemplo,
las células bacterianas (Olins y Lee, 1993), pero también las células de levadura (Buckholz, 1993), al igual que las
células animales, en particular los cultivos de células de mamiferos (Edwards y Aruffo, 1993), y en particular las
células de ovario de hamster chino (CHO), pero también las células de insectos en las que se pueden usar unos
procedimientos que usan unos baculovirus por ejemplo (Luckow, 1993).

Una célula hospedadora preferida para la expresion de las proteinas de la descripcién esta constituida por las
células de insectos sf9.

Una célula hospedadora preferida también segun la descripcion es E. coli, tal como esta depositada en la CNCM el 3
de julio de 1997, con el numero 1-1891.

La descripcion se refiere asimismo a los animales que comprenden una de dichas células transformadas segun la
descripcion.

La obtencién de animales transgénicos segun la descripcion que sobreexpresan uno o varios genes de circovirus
MAP o parte de genes se realizara de manera preferida sobre unas ratas, unos ratones o unos conejos segun unos
métodos bien conocidos por el experto en la materia, tales como mediante transfecciones, viricas o no viricas. Los
animales transgénicos que sobreexpresan uno o varios de dichos genes se podran obtener mediante la transfeccion
de copias multiples de dichos genes bajo el control de un potente promotor de naturaleza ubicua, o selectivo de un
tipo de tejido. Los animales transgénicos se podran obtener asimismo mediante recombinacion homologa sobre
células cepas embrionarias, transferencia de estas células cepas a unos embriones, selecciéon de las quimeras
afectadas a nivel de las lineas reproductoras, y crecimiento de dichas quimeras.

Las células transformadas asi como los animales transgénicos segun la descripcion se pueden utilizar en unos
procedimientos de preparacién de polipéptido recombinante.

En la actualidad es posible producir unos polipéptidos recombinantes en cantidad relativamente importante mediante
ingenieria genética usando las células transformadas por unos vectores de expresion o usando unos animales
transgénicos segun la descripcion.

Los procedimientos de preparacion de un polipéptido de la descripcion en forma recombinante, caracterizados
porque usan un vector y/o una célula transformada por un vector y/o un animal transgénico que comprende una de
dichas células transformadas segun la descripcion, estan comprendidos a su vez en la presente descripcion.

Entre dichos procedimientos de preparacion de un polipéptido de la descripcidn en forma recombinante, se prefieren
los procedimientos de preparacidon que usan un vector y/o una célula transformada por dicho vector y/o un animal
transgénico que comprende una de dichas células transformadas, que contiene una secuencia nucleotidica segun la
descripcion que codifica para un polipéptido de circovirus MAP.

Los polipéptidos recombinantes obtenidos como se ha indicado anteriormente, se pueden presentar tanto en forma
glucosilada como no glucosilada, y pueden presentar o no la estructura terciaria natural.

Una variante preferida consiste en producir un polipéptido recombinante fusionado con una proteina “portadora”
(proteina quimera). La ventaja de este sistema es que permite una estabilizacion y una disminucién de la protedlisis
del producto recombinante, un aumento de la solubilidad durante la renaturalizacion in vitro y/o una simplificaciéon de
la purificacion cuando la pareja de fusiéon posee una afinidad para un ligando especifico.

Mas particularmente, la descripcion se refiere a un procedimiento de preparacion de un polipéptido de la descripcion
que comprende las siguientes etapas:
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a) cultivar las células transformadas en unas condiciones que permiten la expresion de un polipéptido
recombinante de secuencia nucleotidica segun la descripcion;
b) llegado el caso, recuperar dicho polipéptido recombinante.

Cuando el procedimiento de preparacion de un polipéptido de la descripcién usa un animal transgénico segun la
descripcion, el polipéptido recombinante se extrae a continuacion de dicho animal.

La descripcion tiene asimismo por objeto un polipéptido susceptible de ser obtenido mediante un procedimiento de la
descripcion tal como el descrito anteriormente.

La descripcion comprende asimismo un procedimiento de preparacion de un polipéptido sintético, caracterizado
porque utiliza una secuencia de aminoacidos de polipéptidos segun la descripcion.

La descripcion se refiere asimismo a un polipéptido sintético obtenido mediante un procedimiento segun la
descripcion.

Los polipéptidos segun la descripcidn se pueden preparar asimismo mediante las técnicas clasicas, en el campo de
la sintesis de los péptidos. Esta sintesis se puede realizar en soluciéon homogénea o en fase sélida.

Por ejemplo, se recurrira a la técnica de sintesis en disolucién homogénea descrita por Houbenweyl en 1974.

Este método de sintesis consiste en condensar sucesivamente de dos en dos los aminoacidos sucesivos en el orden
requerido, o en condensar unos aminoacidos y unos fragmentos previamente formados y que contienen ya varios
aminoacidos en el orden apropiado, o también varios fragmentos previamente preparados asi, entendiéndose que se
habra tenido el cuidado de proteger previamente todas las funciones reactivas contenidas por estos aminoacidos o
fragmentos, con la excepcion de las funciones aminas de uno y carboxilos del otro o viceversa, que deben intervenir
normalmente en la formacién de las uniones peptidicas, en particular después de la activacion de la funcién
carboxilo, segun los métodos bien conocidos en la sintesis de los péptidos.

Segun otra técnica preferida de la descripcion, se recurre a la descrita por Merrifield.

Para fabricar una cadena peptidica segun el procedimiento de Merrifield, se recurre a una resina polimera muy
porosa, sobre la cual se fija el primer aminoacido C-terminal de la cadena. Este aminoacido se fija sobre una resina
por medio de su grupo carboxilico y se protege su funciéon amina. Asi se fijan, unos detras de otros, los aminoacidos
que constituiran la cadena peptidica sobre el grupo amina cada vez desprotegido previamente de la porcion de la
cadena peptidica ya formada, y que esta ligada a la resina. Cuando la totalidad de la cadena peptidica deseada esta
formada, se eliminan los grupos protectores de los diferentes aminoacidos que constituyen la cadena peptidica y se
suelta el péptido de la resina con la ayuda de un acido.

La descripcion se refiere ademas a unos polipéptidos hibridos que presentan por lo menos un polipéptido segun la
descripcion, y una secuencia de un polipéptido susceptible de inducir una respuesta inmunitaria en el ser humano o
el animal.

Ventajosamente, el determinante antigénico es tal que es susceptible de inducir una respuesta humoral y/o celular.

Dicho determinante podra comprender un polipéptido segun la invencion en forma glucosilada utilizado con vistas a
obtener unas composiciones inmundégenas susceptibles de inducir la sintesis de anticuerpos dirigidos contra unos
epitopos multiples. Dichos polipéptidos o sus fragmentos glucosilados forman parte asimismo de la invencion.

Estas moléculas hibridas pueden estar constituidas en parte por una molécula portadora de polipéptidos o de sus
fragmentos segun la descripcion, asociada a una parte eventualmente inmundgena, en particular un epitopo de la
toxina diftérica, la toxina tetanica, un antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (patente FR 79 21811), el
antigeno VP1 del virus de la poliomielitis o cualquier otra toxina o antigeno virico o bacteriano.

Los procedimientos de sintesis de las moléculas hibridas engloban los métodos utilizados en ingenieria genética
para construir unas secuencias nucleotidicas hibridas que codifican para las secuencias polipeptidicas buscadas. Se
podra hacer referencia, por ejemplo, ventajosamente a la técnica de obtencion de genes que codifican para unas
proteinas de fusion descrita por Minton en 1984.

Dichas secuencias nucleotidicas hibridas que codifican para un polipéptido hibrido asi como los polipéptidos hibridos
segun la descripcion caracterizados porque se trata de polipéptidos recombinantes obtenidos por la expresion de
dichas secuencias nucleotidicas hibridas, forman parte asimismo de la descripcién.

La descripcion comprende asimismo los vectores caracterizados porque contienen una de dichas secuencias
nucleotidicas hibridas. Las células hospedadores transformadas por dichos vectores, los animales transgénicos que
comprenden una de dichas células transformadas asi como los procedimientos de preparacion de polipéptidos
recombinantes que utilizan dichos vectores, dichas células transformadas y/o dichos animales transgénicos
evidentemente forman parte asimismo de la descripcién.
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Los polipéptidos segun la descripcion, los anticuerpos segun la descripcion descritos a continuacion y las secuencias
nucleotidicas segun la descripcion se pueden utilizar ventajosamente en unos procedimientos para la deteccion y/o
la identificacion de circovirus MAP, o de circovirus porcinos diferentes de un circovirus MAP, en una muestra
bioldgica (tejido o fluido bioldgico) susceptible de contenerlos. Estos procedimientos, segun la especificidad de los
polipéptido, de los anticuerpos y de las secuencias nucleotidicas segun la descripcion que se utilizaran, podran
detectar y/o identificar en particular un circovirus MAP o un circovirus porcino diferente de un circovirus MAP o
diferente del circovirus MAP de tipo B.

Los polipéptidos segun la descripcion se pueden utilizar ventajosamente en un procedimiento para la deteccion y/o la
identificacion de circovirus MAP de tipo A, de tipo B, de tipo A o B, de circovirus porcino diferente del circovirus MAP
de tipo B, o de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de tipo A o B, en una muestra biolégica (tejido o fluido
bioldgico) susceptible de contenerlos, caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) puesta en contacto de esta muestra bioldgica con un polipéptido o uno de sus fragmentos segun la descripcion
(en unas condiciones que permiten una reaccion inmunolégica entre dicho polipéptido y los anticuerpos
eventualmente presentes en la muestra biolégica);

b) puesta en evidencia de los complejos antigeno-anticuerpo eventualmente formados.

En la presente descripcion, por circovirus MAP se designara, salvo que se indique lo contrario, un circovirus MAP de
tipo A o de tipo B, y por circovirus porcino diferente de MAP, salvo que se indique lo contrario, un circovirus porcino
diferente de un circovirus MAP de tipo Ay B.

Preferentemente, la muestra bioldgica esta constituida por un fluido, por ejemplo un suero de cerdo, sangre completa
0 unas biopsias.

Se puede utilizar cualquier procedimiento habitual para realizar dicha deteccion de los complejos antigeno-
anticuerpo eventualmente formados.

A titulo de ejemplo, un método preferido emplea unos procesos inmunoenzimaticos segun la técnica ELISA, por
inmunofluorescencia, o radio-inmunoldgicos (RIA) o equivalente.

De esta manera, la descripcion se refiere asimismo a los polipéptido segun la descripcién, marcados con la ayuda de
un marcador adecuado tal como del tipo enzimatico, fluorescente, radioactivo.

Dichos métodos comprenden por ejemplo las etapas siguientes:

- depositar cantidades determinadas de una composicion polipeptidica segun la descripcion en los pocillos de una
placa de microtitulacion,

- introducir en dichos pocillos disoluciones crecientes de suero, o de muestra bioldgica diferente tal como se ha
definido anteriormente, que se debe analizar,

- incubar la microplaca,

- introducir en los pocillos de la placa de microtitulacién anticuerpos marcados dirigidos contra unas
inmunoglobinas de cerdo, habiendo sido realizado el marcado con la ayuda de una enzima seleccionada de entre
las capaces de hidrolizar un sustrato modificando la absorcion de las radiaciones de este ultimo, por lo menos a
una longitud de onda determinada, por ejemplo a 550 nm,

- detectar, en comparacion con un testigo de control, la cantidad de sustrato hidrolizado.

La descripcion se refiere asimismo a un kit o estuche para la deteccion y/o la identificacion de circovirus MAP, de
circovirus de porcino diferente de un circovirus MAP o de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de tipo B,
caracterizado porque comprende los elementos siguientes:

- un polipéptido segun la descripcion,

- llegado el caso, los reactivos para la constitucion del medio propicio a la reaccion inmunolégica o especifica,

- llegado el caso, los reactivos que permiten la deteccion de los complejos antigeno-anticuerpo producidos por la
reaccion inmunoldgica entre el o los polipéptidos de la descripcidn y los anticuerpos eventualmente presentes en
la muestra biolégica, pudiendo estos reactivos llevar asimismo un marcador, o ser susceptibles de ser
reconocidos a su vez por un reactivo marcado, mas particularmente en el caso en que el polipéptido segun la
descripcion no esta marcado,

- llegado el caso, una muestra biologica de referencia (testigo negativo) desprovisto de anticuerpos reconocidos
por un polipéptido segun la descripcion,

- llegado el caso, una muestra bioldgica de referencia (testigo positivo) que contiene una cantidad predeterminada
de anticuerpos reconocidos por un polipéptido segun la descripcion.

Los polipéptidos segun la descripcion permiten preparar unos anticuerpos monoclonales o policlonales
caracterizados porque reconocen especificamente los polipéptidos segun la invencidon. Los anticuerpos
monoclonales se podran preparar ventajosamente a partir de hibridomas segun la técnica descrita por Kohler y
Milstein en 1975. Los anticuerpos policlonales se podran preparar, por ejemplo, por inmunizacién de un animal, en
particular un ratén, con un polipéptido segun la invencion o un ADN segun la descripcion, asociado a un adyuvante
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de la respuesta inmunitaria, y después purificacion de los anticuerpos especificos contenidos en el suero de los
animales inmunizados sobre una columna de afinidad sobre la que se ha fijado previamente el polipéptido que ha
servido de antigeno. Los anticuerpos policlonales segun la descripciéon también se pueden preparar por purificacion,
sobre una columna de afinidad, sobre la que se ha inmovilizado previamente un polipéptido segun la descripcion, de
los anticuerpos contenidos en el suero de cerdos infectados por un circovirus MAP.

La invencion tiene asimismo por objeto anticuerpos mono o policlonales o sus fragmentos, o anticuerpos quiméricos,
que pueden reconocer especificamente un polipéptido aislado que tiene una secuencia seleccionada entre las
secuencias SEC ID n° 17, SEC ID n° 18, SEC ID n°® 19 y SEC ID n°® 20.

La invencion tiene asimismo por objeto anticuerpos monoclonales o sus fragmentos, o anticuerpos quiméricos, que
pueden reconocer especificamente un polipéptido aislado que tiene una secuencia seleccionada entre las
secuencias SEC ID n° 17, SEC ID n° 18, SEC ID n°® 19 y SEC ID n° 20.

Los anticuerpos de la descripcion podran ser marcados asimismo de la misma manera que se ha descrito
anteriormente para las sondas nucleicas de la descripcion tales como un marcado de tipo enzimatico, fluorescente o
radioactivo.

La descripcion prevé ademas un procedimiento para la deteccion y/o la identificacion de circovirus MAP, de
circovirus porcino diferente de un circovirus MAP, o diferente del circovirus MAP de tipo B, en una muestra biologica,
caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) poner en contacto la muestra bioldgica (tejido o fluido bioldgico) con un anticuerpo mono o policlonal segun la
descripcion (en unas condiciones que permiten una reaccidon inmunoldgica entre dichos anticuerpos y los
polipéptidos de circovirus MAP, de circovirus porcino diferente de un circovirus MAP, de circovirus porcino
diferente del circovirus MAP de tipo B, eventualmente presentes en la muestra biolégica);

b) poner en evidencia el complejo antigeno-anticuerpo eventualmente formado.

Entra asimismo en el marco de la descripcion, un kit o estuche para la deteccion y/o la identificacion de circovirus
MAP, de circovirus porcino diferente de un circovirus MAP o de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de
tipo B, caracterizado porque comprende los elementos siguientes:

- un anticuerpo policlonal o monoclonal segun la descripcion, llegado el caso marcado;

- llegado el caso, un reactivo para la constitucion del medio propicio para realizar la reacciéon inmunoldgica;

- llegado el caso, un reactivo que permite la deteccion de los complejos antigeno-anticuerpo producidos por la
reaccion inmunoldgica, pudiendo también este reactivo llevar un marcador, o ser susceptible de ser reconocido a
su vez por un reactivo marcado, mas particularmente en el caso en que dicho anticuerpo monoclonal o policlonal
no esta marcado;

- llegado el caso, unos reactivos para realizar la lisis de las células de la muestra ensayada.

La presente descripcion tiene asimismo por objeto un procedimiento para la deteccion y/o la identificacion de MAP,
de circovirus porcino diferente de un circovirus MAP o de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de tipo B, en
una muestra bioldgica, caracterizado porque utiliza una secuencia nucleotidica segun la descripcion.

Mas particularmente, la descripcion se refiere a un procedimiento para la deteccion y/o la identificacién de circovirus
MAP, de circovirus porcino diferente de un circovirus MAP o de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de
tipo B, en una muestra bioldgica, caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) llegado el caso, aislar el ADN a partir de la muestra biolégica a analizar;

b) amplificacion especifica del ADN de la muestra con la ayuda de por lo menos un cebador, o un par de
cebadores, segun la descripcion;

c) puesta en evidencia de los productos de amplificacion.

Estos pueden ser detectados por ejemplo mediante la técnica de hibridacién molecular utilizando una sonda nucleica
segun la descripcion. Esta sonda estara ventajosamente marcada por un elemento no radioactivo (sonda fria) o
radioactivo.

En el sentido de la presente descripcion, se entendera por "ADN de la muestra bioldgica" o "ADN contenido en la
muestra biolégica", o bien el ADN presente en la muestra bioldgica considerada, o bien eventualmente el ADNc
obtenido tras la acciéon de una enzima de tipo transcriptasa inversa sobre el ARN presente en dicha muestra
bioldgica.

Otro objeto de la presente descripcion consiste en un procedimiento segun la descripcion, caracterizado porque
comprende las etapas siguientes:

a) puesta en contacto de una sonda nucleotidica segun la descripcién con una muestra biolégica, habiendo sido
el ADN contenido en la muestra bioldgica, llegado el caso, previamente hecho accesible para la hibridacion, en
unas condiciones que permiten la hibridacién de la sonda al ADN de la muestra;
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b) puesta en evidencia del hibrido formado entre la sonda nucleotidica y el ADN de la muestra bioldgica.

La presente descripcion se refiere también a un procedimiento segun la descripcion, caracterizado porque
comprende las etapas siguientes:

a) puesta en contacto de una sonda nucleotidica inmovilizada sobre un soporte segun la descripcion con una
muestra bioldgica, habiendo sido el ADN contenido en la muestra bioldgica, llegado el caso, previamente hecho
accesible para la hibridacion, en unas condiciones que permiten la hibridacién de la sonda al ADN de la muestra;
b) puesta en contacto del hibrido formado entre la sonda nucleotidica inmovilizada sobre un soporte y el ADN
contenido en la muestra bioldgica, llegado el caso tras la eliminaciéon del ADN de la muestra biolégica que no se
ha hibridado con la sonda, con una sonda nucleotidica marcada segun la descripcion;

c) puesta en evidencia del nuevo hibrido formado en la etapa b).

Segin un modo de realizacion ventajoso del procedimiento para la deteccion y/o la identificacion definido
anteriormente, éste esta caracterizado porque, previamente a la etapa a), el ADN de la muestra bioldgica esta
previamente amplificado con la ayuda de por lo menos un cebador segun la descripcion.

La descripcion prevé ademas un kit o estuche para la deteccion y/o la identificacién de circovirus MAP, de circovirus
porcino diferente del circovirus MAP o de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de tipo B, caracterizado
porque comprende los elementos siguientes:

a) una sonda nucleotidica segun la descripcion;

b) llegado el caso, los reactivos necesarios para la realizacion de una reaccién de hibridacion;

c) llegado el caso, por lo menos un cebador segun la descripcion asi como los reactivos necesarios para una
reaccion de amplificacion del ADN.

La descripcion se refiere asimismo a un kit o estuche para la deteccion y/o la identificacion de circovirus MAP, de
circovirus porcino diferente de un circovirus MAP o de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de tipo B,
caracterizado porque los elementos siguientes:

a) una sonda nucleotidica, denominada sonda de captura, segun la descripcion;

b) una sonda oligonucleotidica, denominada sonda de revelacion, segun la descripcion;

c) llegado el caso, por lo menos un cebador segun la descripcion asi como los reactivos necesarios para una
reaccion de amplificacion del ADN.

La descripcion se refiere también a un kit o estuche necesario para la deteccion y/o la identificacion de circovirus
MAP, de circovirus porcino diferente de un circovirus MAP o de circovirus porcino diferente del circovirus MAP de
tipo B, caracterizado porque comprende los elementos siguientes:

a) por lo menos un cebador segun la descripcion;

b) llegado el caso, los reactivos necesarios para efectuar una reaccion de amplificacion de ADN;

c) llegado el caso, un componente que permite verificar la secuencia del fragmento amplificado, mas
particularmente una sonda oligonucleotidica segun la descripcion.

Se puede utilizar un anticuerpo de acuerdo con la invencion para la seleccion de un compuesto organico o
inorganico que pueda modular, inducir o inhibir la expresiéon de genes y/o modificar la replicacion celular del
circovirus MAP o que pueda inducir o inhibir los patdgenos relacionados con la infeccidn por un circovirus MAP.

La descripcion comprende asimismo un método de seleccion de compuestos capaces de unirse a un polipéptido o a
uno de sus fragmentos segun la descripcidn, capaces de unirse a una secuencia nucleotidica segun la descripcion, o
capaces de reconocer un anticuerpo segun la descripcion, y/o capaces de modular, de inducir o de inhibir la
expresion de genes, y/o de modificar la replicacion celular de circovirus MAP o capaces de inducir o de inhibir las
patologias relacionadas con una infeccion por un circovirus MAP, caracterizado porque comprende las etapas
siguientes:

a) puesta en contacto de dicho compuesto con dicho polipéptido, dicha secuencia nucleotidica, con una célula
transformada segun la descripciéon y/o administracion de dicho compuesto a un animal transformado segun la
descripcion;

b) determinacion de la capacidad de dicho compuesto para unirse con dicho polipéptido o dicha secuencia
nucleotidica, o modular, inducir o inhibir la expresion de genes, o modular el crecimiento o la replicacién de
circovirus MAP, o inducir o inhibir en dicho animal transformado las patologias relacionadas con una infeccion
por circovirus MAP (denominada actividad de dicho compuesto)

Los compuestos susceptibles de ser seleccionados pueden ser unos compuestos organicos tales como unos
polipéptidos o hidratos de carbono o cualquier otro compuesto organico o inorganico ya conocidos, o unos
compuestos organicos nuevos elaborados a partir de técnicas de modelizacién molecular y obtenidos por sintesis
quimica, siendo estas técnicas conocidas por el experto en la materia.
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Dichos compuestos seleccionados se podran utilizar para modular la replicaciéon celular de circovirus MAP y para
contralar asi la infeccion por este virus. Los métodos que permiten determinar dichas modulaciones son muy
conocidos por el experto en la materia.

Esta modulacion se puede realizar por ejemplo por un agente capaz de unirse a una proteina e inhibir o potenciar asi
su actividad biolégica, o capaz de unirse a una proteina de cubierta de la superficie externa de dicho virus y bloquear
la penetracién de dicho virus en la célula hospedador o favorecer la accion del sistema inmunitario del organismo
infectado dirigido contra dicho virus. Esta modulacién se puede realizar asimismo mediante un agente capaz de
unirse a una secuencia nucleotidica de un ADN de dicho virus y bloquear por ejemplo la expresion de un polipéptido
cuya actividad bioldgica o estructural es necesaria para la replicacion o para la proliferacion de dicho virus células
hospedadores a células hospedadores en el animal hospedador.

La descripcion se refiere a los compuestos susceptibles de ser seleccionados por un método de seleccion segun la
descripcion.

La descripcion se refiere asimismo a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto seleccionado de
entre los compuestos siguientes:

a) una secuencia nucleotidica segun la descripcion;

b) un polipéptido segun la descripcion;

c) un vector, una particula virica o una célula transformada segun la descripcion;

d) un anticuerpo segun la descripcion;

€) un compuesto susceptible de ser seleccionado mediante un método de seleccion segun la descripcion;

eventualmente en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, llegado el caso, con uno o varios
adyuvantes de la inmunidad apropiados.

La descripcion también se refiere a una composicion inmundgena y/o vacunal, caracterizada porque comprende un
compuesto seleccionado de entre el grupo constituido por:

a) una secuencia nucleotidica segun la descripcion;

b) un polipéptido segun la descripcion;

c) un vector, una particula virica o una célula transformada segun la descripcion;
d) una célula segun la descripcion;

La descripcion se refiere ademas a una composicion vacunal segun la invencion, caracterizada porque comprende
una mezcla de los dos compuestos a) y b) anteriores, y porque uno de dichos dos compuestos se refiere al circovirus
MAP de tipo Ay el otro se refiere al circovirus MAP de tipo B.

Por compuesto relativo al circovirus MAP de tipo A o de tipo B, se entiende designar en este caso respectivamente
un compuesto obtenido a partir de la secuencia gendmica del circovirus MAP de tipo A o de tipo B.

La descripcion prevé una composicion inmundgena y/o vacunal, caracterizada porque comprende por lo menos uno
de los siguientes compuestos:

- una secuencia nucleotidica SEC ID n° 11, SEC ID n°® 12, o uno de sus fragmentos;

- un polipéptido de secuencia SEC ID n°® 14, uno de sus fragmentos, o un fragmento del polipéptido de secuencia
SEC ID n°® 15,

- un vector o una particula virica que comprende una secuencia nucleotidica SEC ID n°® 11, uno de sus fragmentos
o un fragmento de la secuencia SEC ID n°® 12, o

- una célula transformada capaz de expresar un polipéptido de secuencias SEC ID n° 14, SEC ID n® 15, o uno de
sus fragmentos; o

- una mezcla de por lo menos dos de dichos compuestos.

La descripcion comprende asimismo una composicion inmunégena y/o vacunal segun la invencion, caracterizada
porque comprende dicha mezcla de por lo menos dos de dichos compuestos como producto de combinacién para un
uso simultaneo, separado o espaciado en el tiempo para la prevencién o el tratamiento de infecciones por un
circovirus MAP, en particular de tipo B.

En una realizacion preferida, la composicion vacunal segun la invencion comprende la mezcla de los siguientes
compuestos:

- un plasmido pcDNAS3 que contiene un acido nucleico de secuencia SEC ID n° 11;

- un plasmido pcDNAS3 que contiene un acido nucleico de secuencia SEC ID n° 12;

- un plasmido pcDNAS3 que contiene un acido nucleico que codifica para la proteina GM-CSF;
- un baculovirus recombinante que contiene un acido nucleico de secuencia SEC ID n° 11;

- un baculovirus recombinante que contiene un acido nucleico de secuencia SEC ID n° 12;'\)(
- llegado el caso, un adyuvante de la inmunidad apropiado, en particular el adyuvante AIF"
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La descripcion prevé asimismo una composicion farmacéutica segun la descripcion, para la prevencion o el
tratamiento de una infeccién por un circovirus MAP.

La descripcion prevé también una composicion farmacéutica segun la descripcidon, para la prevenciéon o el
tratamiento de una infeccién por un circovirus MAP de tipo B.

La descripcion se refiere asimismo al uso de una composiciéon segun la descripcion para la preparacion de un
medicamento destinado a la prevencion o al tratamiento de una infecciéon por un circovirus MAP, preferentemente
por el circovirus MAP de tipo B.

Segun otro aspecto, la descripcion tiene por objeto un vector, una particula virica o una célula segun la descripcion,
para el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad por terapia génica.

Por ultimo, la descripcion comprende la utilizacién de un vector, de una particula virica o de una célula segun la
descripcion, para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad
por terapia génica.

Los polipéptidos de la descripcion que entran en las composiciones inmundgenas o vacunales segun la invencion se
pueden seleccionar mediante unas técnicas conocidas por el experto en la materia como por ejemplo sobre la
capacidad de dichos polipéptidos para estimular las células T, que se traduce por ejemplo por su proliferacion o la
secrecion de interleucinas, y que desemboca en la produccion de anticuerpos dirigidos contra dichos polipéptidos.

En el cerdo, tal como en el ratén, en los que se administra una dosis ponderal de la composicién vacunal
comparable con la dosis usada en el ser humano, la reaccion de anticuerpos se ensaya mediante la extraccion del
suero seguido por un estudio de la formacién de un complejo entre los anticuerpos presentes en el suero y el
antigeno de la composicion vacunal, segun las técnicas habituales.

Las composiciones vacunales segun la invencion contendran una cantidad eficaz de los compuestos de la
descripcion, es decir, en cantidad suficiente de dicho o de dichos compuestos que permite obtener el efecto
deseado, tal como por ejemplo la modulacion de la replicacion celular de circovirus MAP. El experto en la materia
sabra determinar esta cantidad, en funcién por ejemplo de la edad y del peso del individuo a tratar, del estado de
desarrollo de la patologia, de los efectos secundarios eventuales y por medio de un ensayo de evaluacién de los
efectos obtenidos sobre una muestra de poblacién, siendo estos ensayos conocidos en estos campos de
aplicaciones.

De acuerdo con la descripcion, dichas composiciones vacunales estaran preferentemente en asociacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y, llegado el caso, con uno o varios adyuvantes de la inmunidad apropiados.

En la actualidad, diversos tipos de vacunas estan disponibles para proteger el animal o el ser humano contra unas
enfermedades infecciosas: microorganismos vivos atenuados (M. bovis - BSG para la tuberculosis),
microorganismos desactivados (virus de la gripe), unos extractos acelulares (Bordetella pertussis para la tos ferina),
proteinas recombinadas (antigeno de superficie del virus de la hepatitis B), unos poliésidos (neumococos). Unas
vacunas preparadas a partir de péptidos de sintesis o de microorganismos genéticamente modificados que expresan
unos antigenos heterdlogos estan en curso de experimentacion. Mas recientemente todavia, se han propuesto unos
ADN plasmidicos recombinados que comprenden unos genes que codifican para unos antigenos protectores como
estrategia vacunal alternativa. Este tipo de vacunacién se realiza con un plasmido particular que se deriva de un
plasmido de E. coli que no se replica in vivo y que codifica Unicamente para la proteina virica. Se han inmunizado
unos animales inyectando simplemente el ADN plasmidico desnudo en el musculo. Esta técnica conduce a la
expresion de la proteina virica in situ y a una respuesta inmunitaria de tipo celular (CTL) y de tipo humoral
(anticuerpo). Esta doble induccion de la respuesta inmunitaria es una de las principales ventajas de la técnica de
vacunacion con ADN desnudo.

Las composiciones vacunales que comprenden unas secuencias nucleotidicas o unos vectores en los que se
insertan dichas secuencias, se describen en particular en la solicitud internacional WO 90/11092 y asimismo en la
solicitud internacional WO 95/11307.

La secuencia nucleotidica constitutiva de la composicion vacunal segin la descripcién se puede inyectar al
hospedador después de haber sido acoplada a unos compuestos que favorecen la penetracion de este
polinucledtido en el interior de la célula o su transporte hasta el nucleo celular. Los conjugados resultantes se
pueden encapsular en unas microparticulas polimeras, tal como se describe en la solicitud internacional WO
94/27238 (Medisorb Technologies International).

De acuerdo con otra realizacién de la composicién vacunal segun la invencion, la secuencia nucleotidica,
preferentemente un ADN, se compleja con un DEAE-dextrano (Pagano et al., 1967) o con unas proteinas nucleares
(Kaneda et al., 1989), con unos lipidos (Felgner et al., 1987) o se encapsula en unos liposomas (Fraley et al., 1980)
o también se introduce en forma de un gel que facilita su transfeccion en las células (Midoux et al., 1993, Pastore et
al., 1994). El polinucleétido o el vector segun la invencién pueden estar asimismo en suspension en una disolucion
tampodn o estar asociado con unos liposomas.
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Ventajosamente, dicha vacuna se preparara segun la técnica descrita por Tacson et al. O Huygen et al. en 1996 o
también segun la técnica descrita por Davis et al. en la solicitud internacional WO 95/11307.

Dicha vacuna se puede preparar asimismo en forma de una composicioén que contiene un vector, dispuesta bajo el
control de elementos de regulaciéon que permiten su expresién en el ser humano o en el animal. Se podra usar, por
ejemplo, como vector de expresion in vivo del antigeno polipeptidico de interés, el plasmido pcDNA3 o el plasmido
pcDNAI/neo, ambos comercializados por Invitrogen (R&D Systems, Abingdon, Reino Unido). También se puede usar
el plasmido VIJns.tPA, descrito por Shiver et al. en 1995. Dicha vacuna comprendera ventajosamente, ademas del
vector recombinante, una disolucion salina, por ejemplo una disolucion de cloruro de sodio.

Mediante la expresion vehiculo farmacéuticamente aceptable, se entiende designar un compuesto o una
combinacion de compuestos que entran en una composiciéon farmacéutica o vacunal que no provoca reacciones
secundarias y que permite, por ejemplo, facilitar la administracion del compuesto activo, el aumento de su duracion
de vida y/o de su eficacia en el organismo, el aumento de su solubilidad en disolucion o también la mejora de su
conservacion. Estos vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y seran adaptados por el experto
en la materia en funcién de la naturaleza y del modo de administracion del compuesto activo elegido.

En lo que se refiere a las formulaciones vacunales, éstas pueden comprender unos adyuvantes de la inmunidad
apropiados que son conocidos por el experto en la materia, como por ejemplo el hidréxido de aluminio, un
representante de la familia de los péptidos muramilo como de los derivados peptidicos del N-acetil-muramilo, un
lisado bacteriano, o también el adyuvante incompleto de Freund.

Estos compuestos se pueden administrar por via sistémica, en particular por via intravenosa, por via intramuscular,
intradérmica o sub-cutanea, o por via oral. De manera mas preferida, la composiciéon vacunal que comprende unos
polipéptidos segun la invencion, se administrara por via intramuscular, a través de la alimentacién o mediante
vaporizacion en varias veces, de manera espaciada en el tiempo.

Sus modos de administracion, posologias y formas galénicas 6ptimas se pueden determinar segun los criterios
tenidos en cuenta generalmente en el establecimiento de un tratamiento adaptado a un animal como, por ejemplo, la
edad o el peso, la gravedad de su estado general, la tolerancia al tratamiento y los efectos secundarios constatados.

La presente descripcion tiene asimismo por objeto la utilizacion de las secuencias nucleotidicas de circovirus MAP
segun la descripcion, para la construccion de vectores retroviricos autorreplicativos y las aplicaciones terapéuticas
de éstas, en particular en el campo de la terapia génica humana in vivo.

Ya no hace falta demostrar la factibilidad de la terapia génica aplicada al ser humano y esto se refiere a numerosas
aplicaciones terapéuticas como las enfermedades genéticas, las enfermedades infecciosas y los canceres.
Numerosos documentos de la técnica anterior describen los medios para realizar una terapia génica, en particular
por medio de vectores viricos. De una manera general, los vectores se obtienen por delecién de por lo menos una
parte de los genes viricos que son sustituidos por los genes de interés terapéutico. Dichos vectores se pueden
propagar en una linea de complementacion que proporciona en trans las funciones viricas delecionadas para
generar una particula de vector virico defectivo para la replicacion pero capaz de infectar una célula hospedador. En
la actualidad, los vectores viricos se encuentran entre los mas utilizados y sus modos de infeccion estan descritos
ampliamente en la bibliografia accesible para el experto en la materia.

El principio de la terapia génica es suministrar un gen funcional, denominado gen de interés, cuyo ARN o proteina
correspondiente producira el efecto bioquimico deseado en las células o tejidos diana. Por una parte, la insercion de
genes permite la expresion prolongada de moléculas complejas e inestables como unos ARN o unas proteinas que
pueden ser extremadamente dificiles, incluso imposible, de obtener o de administrar directamente. Por otra parte, la
insercion controlada del gen deseado en el interior de células especificas localizadas permite regular el producto de
expresion en tejidos definidos. Para ello, es necesario poder insertar el gen terapéutico deseado en el interior de
células seleccionadas y por lo tanto disponer de un método de insercién capaz de apuntar especificamente las
células o los tejidos seleccionados.

De entre los métodos de insercion de genes, como por ejemplo la micro-inyeccion, en particular la inyeccién de ADN
plasmidico desnudo (Derse, D. et al., 1995, et Zhao, T.M. et al., 1996), la electroporacion, la recombinacion
homdloga, la utilizacion de particulas viricas, como los retrovirus, esta ampliamente extendida. Sin embargo,
aplicados in vivo, los sistemas de transferencia de gen de tipo retrovirico recombinante presentan al mismo tiempo
un bajo poder infeccioso (concentracion insuficiente de particulas viricas) y una falta de especificidad con respecto a
las células diana seleccionadas.

La realizacion de vectores viricos células especificas, que presentan un tropismo tejido-especifico, y cuya
transduccion del gen de interés se puede efectuar de manera adecuada mediante las células diana, se puede
realizar por ejemplo fusionando un ligando especifico de las células hospedadores diana en la parte N-terminal de
una proteina de superficie de la cubierta de circovirus MAP. Se puede citar por ejemplo la construccion de particulas
retroviricas que presentan la molécula CD4 en la superficie de la cubierta de manera que se apunte a las células
humanas infectadas por el virus VIH (YOUNG, J.A.T. et al., Sciences 1990, 250, 1421-1423), de particulas viricas
que presentan una hormona peptidica fusionada con una proteina de cubierta para infectar especificamente las
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células que expresan el receptor correspondiente (KASAHARA, N. et al., Sciences 1994, 266, 1373-1376) o también
de particulas viricas que presentan un polipéptido fusionado capaz de fijarse sobre el receptor del factor de
crecimiento de la epidermis (EGF) (COSSET, F.L. et al., J. of Virology 1995, 69, 10, 6314-6322). En otro enfoque,
unos fragmentos monocatenarios de anticuerpos dirigidos contra antigenos de superficie de las células diana, se
insertan por fusion en la parte N-terminal de la proteina de cubierta (VALSESIA-WITTMAN, S. et al., J. of Virology
1996, 70, 3, 2059-2064; TEARINA CHU, T. H. et al., J. of Virology 1997, 71, 1, 720-725).

Para su uso en la presente descripcidon, un gen de interés de uso en la descripcion se puede obtener de un
organismo eucariota, procariota o de un virus mediante cualquier técnica convencional. Preferentemente, es capaz
de producir un producto de expresién que tiene un efecto terapéutico y puede tratarse de un producto homadlogo a la
célula hospedador o, de manera alternativa, heterélogo. En el marco de la presente descripcion, un gen de interés
puede codificar para un producto (i) intracelular (ii) membranario presente en la superficie de la célula hospedadora o
(iii) segregado fuera de la célula hospedador. Puede comprender por lo tanto unos elementos adicionales apropiados
como, por ejemplo, una secuencia que codifica para una sefial de secrecion. Estas sefiales son conocidas por el
experto en la materia.

De acuerdo con los objetivos pretendidos por la presente invencién, un gen de interés puede codificar para una
proteina aislada que corresponde a la totalidad o a parte de una proteina natural tal como se encuentra en la
naturaleza. Puede tratarse asimismo de una proteina quimérica, por ejemplo procedente de la fusion de polipéptidos
de origenes diversos o de un mutante que presenta unas propiedades bioldégicas mejoradas y/o modificadas. Un
mutante de este tipo se puede obtener mediante unas técnicas de biologia habituales por sustitucion, delecién y/o
adicion de uno o varios residuos aminoacidos.

Se previere muy particularmente utilizar un gen de interés terapéutico que codifica para un producto de expresion
capaz de inhibir o retrasar el establecimiento y/o el desarrollo de una enfermedad genética o adquirida. Un vector
segun la descripcion esta destinado particularmente a la prevencion o al tratamiento de la mucovisdosis, de la
hemofilia A o B, de la miopatia de Duchenne o de Becker, del cancer, del SIDA y de otras bacterias o enfermedades
infeccionas debidas a un organismo patégeno: virus, bacteria, parasito o prion. Los genes de interés que se pueden
utilizar en la presente descripcion, son los que codifican por ejemplo para las proteinas siguientes:

- una citocina y en particular una interleucina, un interferén, un factor de necrosis tisular y un factor de crecimiento
y en particular hematopoyética (G-CSF, GM-CSF),

- un factor o un cofactor implicado en la coagulaciéon y en particular el factor VIII, el factor von Willebrand, la
antitrombina lll, la proteina C, la trombina y la hirudina,

- una enzima o un inhibidor de enzima tal como los inhibidores de proteasas viricas,

- un producto de expresién de un gen suicida como la timidina quinasa del virus HSV (virus del herpes) de tipo 1,

- un activador o un inhibidor de canales iénicos,

- una proteina de la cual la ausencia, la modificacion o la desregulacion de la expresion es responsable de una
enfermedad genética, tal como la proteina CFTR, la distrofina o minidistrofiina, la insulina, la ADA (adenosina
diaminosa), la glucocerebrosidasa y la fenilhidroxilasa,

- una proteina capaz de inhibir la iniciacion o la progresion de canceres, tal como los productos de expresion de
los genes supresores de tumores, por ejemplo los genes P53 y Rb,

- una proteina capa de estimular una respuesta inmunitaria o un anticuerpo, y

- una proteina capaz de inhibir una infeccion virica o su desarrollo, por ejemplo los epitopos antigénicos del virus
en cuestion o unas variantes alteradas de proteinas viricas susceptibles de entrar en competicién con las
proteinas viricas naturales.

La descripciéon se refiere asi a los vectores caracterizados porque comprenden una secuencia nucleotidica de
circovirus MPA segun la descripcion, y porque comprenden ademas un gen de interés.

La presente descripcion se refiere asimismo a unas particulas viricas generadas a partir de dicho vector segun la
descripcion. Se refiere ademas a unos métodos para la preparaciéon de particulas viricas segun la descripcion,
caracterizadas porque utilizan un vector segun la descripcion, incluyendo las pseudoparticulas viricas (VLP, Virus-
Like Particles).

La descripcion tiene asimismo por objeto unas células animales transfectadas por un vector segun la descripcion.

Estan comprendidas asimismo en la descripcion las células animales, en particular de mamiferos, infectadas por una
particula virica segun la descripcion.

La presente descripcion se refiere asimismo a un vector, a una particula virica o a una célula segun la descripcion,
para el tratamiento y/o la prevencién de una enfermedad genética o de una enfermedad adquirida como el cancer o
una enfermedad infecciosa. La descripcidn se refiere asimismo a una composiciéon farmacéutica que comprende a
titulo de agente terapéutico o profilactico un vector o una célula segun la descripcion, en asociaciéon con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién se pondran mas claramente de manifiesto a partir de los ejemplos y
de las figuras siguientes:
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Leyendas de las figuras

Figura 1: Esquema experimental que ha permitido llegar al aislamiento y a la identificacion del circovirus
asociado con el MAP de tipo A o0 B.

Ensayo 1: reproduccion experimental del MAP mediante inoculaciéon de triturados de érganos de cerdos de
ganaderias que padecen MAP.

Ensayo 2: reproduccion experimental del MAP.

Ensayo 3: reproduccion experimental del MAP.

Ensayo 4: ninguna reproduccion experimental del MAP.

Figura 2: Organizacion del genoma de circovirus asociado con el MAP de tipo A (PCVA)

- Hebra de polaridad (+) (SEC ID n° 1);

- Hebra de polaridad (-) (SEC ID n° 2, representada segun la orientacién 3' — 5');

- secuencias de aminoacidos de las proteinas codificadas por las dos hebras de ADN en los tres marcos de
lectura posibles.

Figura 3: Alineacion de la secuencia nucleotidica SEC ID n° 1 del circovirus MAP de tipo A (PCVA) y de los
circovirus cepa MEEHAN y cepa MANKERTZ de las lineas celulares porcinas.

Figura 4: Alineacion de la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 6 de polipéptido codificado por la secuencia
nucleotidica SEC ID n°® 3 (ORF1) del circovirus MAP de tipo A (PCVA) y de las secuencias nucleotidicas
correspondientes de los circovirus cepa MEEHAN y cepa MANKERTZ de las lineas celulares porcinas.

Figura 5: Alineacion de la secuencia de aminoacidos SEC ID n°® 7 de polipéptido codificado por la secuencia
nucleotidica SEC ID n° 4 (ORF2) del circovirus MAP de tipo A (PCVA) y de las secuencias nucleotidicas
correspondientes de los circovirus cepa MEEHAN y cepa MANKERTZ de las lineas celulares porcinas.

Figura 6: Alineacion de la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 8 de polipéptido codificado por la secuencia
nucleotidica SEC ID n° 5 (ORF3) del circovirus MAP de tipo A (PCVA) y de las secuencias nucleotidicas
correspondientes de los circovirus cepa MEEHAN y cepa MANKERTZ de las lineas celulares porcinas.

Figura 7: Analisis mediante transferencia Western de las proteinas recombinantes del circovirus MAP de tipo A
(PCVA). Los analisis se han realizado sobre unos extractos celulares de células Sf9 obtenidos después de la
infeccion por el baculovirus recombinante PCV ORFA1.

Figura 8: Organizacion del genoma del circovirus asociado a MAP de tipo B (PCVB)

- Hebra de polaridad (+) (SEC ID n° 9);

- Hebra de polaridad (-) (SEC ID n° 10, representada segun la orientacion 3' — 5');

- secuencias de aminoacidos de las proteinas codificadas por las dos hebras de ADN en los tres marcos de
lectura posibles.

Figura 9: Evolucion de la ganancia media diaria (GMQ) de cerdos de ganaderias que padecen la enfermedad
de adelgazamiento del lechén (MAP o DFP), puestos en las condiciones experimentales.

Figura 10: GMQ comparada para los 3 lotes de cerdos (F1, F3 y F4) calculada sobre un periodo de 28 dias
después del ensayo de vacunacion.

Figura 11: Hipertermia superior a 41°C, expresada en porcentaje comparado para los 3 lotes de cerdos (F1, F3
y F4) calculada sobre un periodo de 28 dias después del ensayo de vacunacion.

Figura 12: Membranas de los puntos peptidicos que corresponden a los ORF2 reveladas con la ayuda de un
suero de cerdo infectado, procedente de una ganaderia convencional.

Los numeros de péptidos especificos del circovirus de tipo B asi como sus homdlogos no reactivos (tipo A) se
indican en negrita.

Los péptidos inmundgenos no especificos se indican en cursiva.

Figura 13: Alineacion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas codificadas por el ORF2 del circovirus MAP
de tipo A y por el ORF'2 del circovirus MAP de tipo B. La posicion de 4 péptidos que corresponden a unos epitopos
especificos del circovirus MAP de tipo B se indica sobre la secuencia correspondiente en trazo en negrita, su
homalogo sobre la secuencia del circovirus MAP de tipo A se indica asimismo mediante un trazo simple.

Ejemplos ilustrativos
Ejemplo 1: Clonacion, secuenciacion y caracterizacion del circovirus MAP de tipo A (PCVA)

1 - Procedimientos experimentales

Reproduccion experimental de la infeccion y de su sindrome (véase la figura 1).

Se ha efectuado un primer ensayo con unos cerdos procedentes de una ganaderia muy bien atendida, pero afectada
por la enfermedad del adelgazamiento del lechén (MAP) o denominada asimismo DFP (Decaimiento fatal del
lechon). Unas pruebas de contacto con unos cerdos EOPS (exento de organismos patégenos especificos) han
mostrado una transferencia de contaminante(s) que se traduce por una patologia compleja que asocia la hipertermia,
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la disminucion del crecimiento, diarrea y conjuntivitis. El virus SDRP (sindrome disgenésico y respiratorio porcino,
enfermedad infecciosa debida a un arterivirus) se ha aislado rapidamente a partir de los cerdos de ganaderia y de
los cerdos de contacto. El conjunto de las sefiales clinicas podria haber sido atribuido a la presencia del virus SDRP.
Sin embargo, dos cerdos de ganaderia han presentado unas sefiales de DFP sin que el virus SDRP haya sido
aislado. Los analisis histoldgicos y las férmulas sanguineas han mostrado, sin embargo, que estos cerdos padecian
un proceso infeccioso de origen virico.

En un segundo ensayo, se han inoculado unos cerdos EOPS de 8 semanas por via intra-traqueal con los triturados
de 6rganos procedentes de dos cerdos de ganaderias que padecen DFP. Los cerdos inoculados han presentado
hipertermia 8 a 9 dias post-infeccion, y después su crecimiento se ha ralentizado. Otros cerdos EOPS, puestos en
contacto, han presentado unas sefales similares, atenuadas, 30 dias después de la prueba inicial. No se ha
observado ninguna seroconversion frente a una cepa europea o canadiense de virus SDRP en estos animales.

Un tercer ensayo ha permitido reproducir el sindrome a partir de extracciones efectuadas sobre los cerdos del
segundo ensayo.

Conclusién

El sindrome se reproduce en las condiciones experimentales. Se determina mediante por lo menos un agente
infeccioso, transmisible por contacto directo. Las constantes clinicas son una hipertermia a veces elevada (superior o
igual a 41,5°C) que se desarrolla 8 a 10 dias después de la infeccion. Se puede observar una disminucion del
crecimiento. Las demas manifestaciones son una inversion de la formula sanguinea (inversion de la relacion
linfocito/polinuclear de 70/30 a 30/70) y unas lesiones frecuentes sobre los ganglios, en particular los que drenan el
aparato respiratorio (hipertrofia ganglionar, pérdida de estructura con necrosis e infiltracion por unas células
mononucleadas o polinucleadas gigantes).

2 - Estudios en laboratorio

Se han usado diversos soportes celulares que incluyen unas células de rifion de cerdo primarias o en linea, unas
células de testiculo de cerdo, unas células de rifion de monos, unos linfocitos de cerdo, unos macréfagos alveolares
de cerdos, unos monocitos de la sangre circulante, para demostrar la presencia eventual de un virus. No se ha
demostrado ningun efecto citopatico sobre estas células. En cambio, el uso de un suero de cerdo enfermo después
de la infeccion experimental ha permitido revelar un antigeno intracelular en los monocitos, los macréfagos y
aproximadamente 10% de las células de rifion de cerdo (RP) infectadas con los triturados de 6rgano. Esta revelacion
indirecta ha sido realizada en cinética en diferentes momentos de cultivo. De ello se desprende que el antigeno
aparece inicialmente en el nucleo de las células infectadas antes de expandirse en el citoplasma. Los pasos
sucesivos en cultivo celular no han permitido amplificar la sefial.

En microscopia electrénica sobre unos triturados de érganos, se han visualizado unas particulas esféricas marcadas
especificamente por el suero de cerdos enfermos, infectados en las condiciones experimentales. El tamafio de estas
particulas se estima en 20 nm.

Después de dos pasos de estos triturados de érganos sobre unos linfocitos de cerdo y después de tres pasos sobre
células de rifidn o de testiculo de cerdo, se ha desarrollado y amplificado un efecto citopatico. En el microscopio
electrénico se ha visualizado un adenovirus que, en las condiciones experimentales, no ha reproducido el DFP (se
observa so6lo un pico de hipertermia 24 a 48 horas después de la infeccién, y después nada mas).

Se han podido demostrar bandas de ADN en ciertas extracciones de cerdos infectados en las condiciones
experimentales y que han presentado unas sefiales de la enfermedad (resultados no representados). Existe una
cierta correspondencia entre las extracciones que dan un resultado positivo en cultivo celular y los que presentan
una banda de ADN.

Conclusién

Por lo menos dos tipos de virus se han demostrado en los triturados de érganos procedentes de cerdos enfermos de
DFP. Uno es un adenovirus, pero no reproduce por si mismo la enfermedad. El otro tipo de virus es un circovirus y
esta asociado al DFP. Este circovirus, del cual se han aislado y secuenciado dos tipos, denominados a continuacion
circovirus MAP de tipo A (o PCVA) y circovirus MAP de tipo B (o PCVB) presentan unas mutaciones con relacion a
las secuencias conocidas de circovirus no patégenas para el cerdo.

3 - Clonacién y secuenciacién del ADN de circovirus MAP de tipo A

Extraccion del ADN forma replicativa (RF), escision por la enzima Kpn | y amplificacion mediante un par de
cebadores que flanquean el sitio de restriccion Kpn |. Secuenciacion de las dos hebras por lo menos dos veces
mediante el método de Sanger.

La secuencia nucleica de la Hebra de polaridad (+) del genoma de circovirus MAP de tipo A (o PCVA), cepa DFP,
esta representada por la secuencia SEC ID n° 1 en el listado de las secuencias, estando la secuencia nucleica de la
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Hebra de polaridad (-) del genoma del circovirus MAP de tipo A (o PCVA) representada por la secuencia nucleica 3'
— 5' de la figura 3 o por la secuencia SEC ID n° 2 (representada segun la orientacion 5' — 3') en el listado de
secuencias.

Las secuencias de aminoacidos SEC ID n° 6, SEC ID n° 7 y SEC ID n° 8 del listado de secuencias representan
respectivamente las secuencias de las proteinas codificadas por las secuencias nucleicas de los 3 marcos abiertos
de lectura SEC ID n°® 3 (ORF1), que corresponde a la proteina REP, SEC ID n °4 (ORF2) y SEC ID n° 5 (ORF3),
determinadas a partir de la secuencia SEC ID n°® 1 de la Hebra de polaridad (+) o de la secuencia nucleica SEC ID n°
2 de la Hebra de polaridad (-) del genoma del circovirus MAP de tipo A.

4 - Comparacion de las secuencias nucleotidicas y de los aminoacidos del circovirus MAP de tipo A (o asociado a
MAP) obtenidas con las secuencias correspondientes de circovirus MEEHAN vy MANKERTZ de lineas celulares

porcinas

Uso del programa de analisis de secuencia de ADN, DNASIS.

Secuencia de los oligonucledtidos usados como cebadores o sondas en los procedimientos de deteccion y/o de
identificacion

1. deteccidn especifica del circovirus MAP de tipo A:
cebador PCV5: 5' GTG TGC TCG ACATTG GTG TG 3
cebador PCV10: 5' TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3}

2. deteccidn especifica del circovirus de las lineas celulares:
cebador PCV5: 5' GTG TGC TCG ACATTG GTG TG 3
cebador MEE1: 5' TGG AAT GTT AAC TAC CTC AA 3

3. deteccion diferencial:

los pares de cebadores usados son los descritos por ejemplo en los parrafos 1y 2 anteriores;

4. deteccion de las formas replicativas RF (replicative forms) circulares monoméricas:
cebador PCV5: 5' GTG TGC TCG ACATTG GTG TG 3}

cebador PCV6: 5' CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3

5. deteccion de los vectores que comprenden los dimeros en tandem:
dimero Nar:

cebador KS 620: 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3

cebador PCV5: 5' GTG TGC TCG ACATTG GTG TG 3}

dimero Kpn:

cebador KS 620: 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3

cebador PCV 6: 5' CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3"

6. deteccion diferencial:

los pares de cebadores usados son los descritos, por ejemplo, en los parrafos 4 y 5 anteriores.

Los procedimientos que usan los pares de cebadores descritos en los parrafos 4 y 5 son particularmente
interesantes para detectar de manera diferencial las formas monoméricas circulares de formas replicativas
especificas del virion o del ADN en replicacion y las formas diméricas encontradas en las construcciones
moleculares denominadas en tandem.

Las construcciones en tandem del genoma virico (dimeros) tales como las construcciones usadas para la
preparacion del vector pBS KS+ Tandem PCV Kpn 1, depositado en la CNCM con el ndmero 1-1891, el 3 de julio de
1997 (E. coli transformado por dicho vector) son muy interesantes para su uso en unos métodos de produccion en
cantidad suficiente de un inéculo constituido por ADN, destinado a la produccién de virus, y esto en ausencia de
protocolo satisfactorio de produccion de virus en sistema celular. Dichos métodos de produccion que usan estas
construcciones en tandem del genoma virico permitiran estudiar mediante mutacion los factores de virulencia y por
consiguiente, se podran usar para la fabricacion de una coleccion de virus que comprenden las mutaciones
indicadas en la construccion de los vectores que presentaran el tropismo y la virulencia apropiados. Estos vectores
con estructura autorreplicativa presentan unas propiedades buscadas en transferencia de genes, en particular para
sus aplicaciones en terapia génica, y en vacunologia.

Analisis mediante trasferencia Western de las proteinas recombinantes del circovirus MAP de tipo A

Los resultados han sido obtenidos usando un antisuero especifico del circovirus MAP producido durante el ensayo 1
(véase la figura 1).

Tipo de productos analizados

Se han realizado los analisis sobre unos extractos celulares de células Sf9 obtenidos después de la infeccién por el
baculovirus recombinante PCV ORF 1.
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El cultivo de las células Sf9 se ha realizado en caja de Petri de 25 cm? seguin los métodos de cultivo estandares para
estas células. Después de la centrifugacion, los residuos celulares se recogen mediante 300 pl de tampon PBS
(tampdn fosfato salino).

Electroforesis (PAGE-SDS)

La electroforesis se realiza sobre los extractos celulares Sf9 obtenidos anteriormente sobre 5 muestras (véase la
tabla 1 a continuacion) en las siguientes condiciones: % de gel de poliacrilamida: 8%; Condiciones:
desnaturalizantes; Voltaje: 80V; duracion: 135 min.

Tabla 1: Naturaleza de las muestras sometidas a la electroforesis

N° de pocillo 1 2 3 4 5

Depositos PM Rainbow | Raoul 24h | Raoul 48h | Raoul 72h | Raoul 96 h

Ml muestra 10 15 15 15 15

pl Laemli 4X 0 5 5 5 5

Leyendas .de la tabla 1:

Laemli 4X: tampon de carga
PM Rainbow: marcadores de peso molecular (35, 52, 77, 107, 160 y 250 kD)
Raoul 24h, 48h, 72h y 96h: productos de expresién del ORF1 del circovirus MAP de tipo A

Transferencia western

Después de la electroforesis, se transfieren las bandas obtenidas en los diferentes pocillos sobre una membrana de
nitrocelulosa durante 1h a 100v en un tampon TGM (Tris-glicina-metanol).

La transferencia Western se realiza en las siguientes condiciones:

1) Saturacion mediante una disolucién que contiene 5% de leche desnatada; 0,05% de Tween 20 en un tampon
TBS 1X (Tris buffer saline) durante 30 min.
2) 1*" anticuerpo:

Se afiaden 10 ml de anticuerpo anticircovirus MAP de tipo A diluidos a 1/100, y el medio de reaccién se
incuba a continuacion una noche a 4°C. Se efectuan tres lavados de 10 min. en TBS 1X.

3) 2° anticuerpo:

Se afiaden 10 ml de anticuerpo P164 de conejo anti-inmunoglobulinas de cerdo, acoplados con la
peroxidasa (Dakopath) diluidos a 1/100, y se incuba a continuacion el medio de reaccion durante 3 horas a
37°C. Se efectuan tres lavados de 10 min. en TBS 1X.

4) Revelado
Se usa el sustrato 4-cloro-1-naftol, en presencia de agua oxigenada para el revelado.
Resultados
Los resultados se representan en la figura 7.

Cinética de aparicion de los anticuerpos especificos de la proteina recombinante REP del circovirus MAP de tipo A
expresado en baculovirus después de la infeccion de los cerdos por el circovirus MAP de tipo A (ensayo 4, véase la

figura 1)

Después de la infeccion de los cerdos, se extrae una muestra de suero de cada uno de los cerdos infectados en
diferentes periodos en la tabla por fecha de extraccion (efectuada en este caso el mismo afio) y después se analiza
mediante transferencia western.

El revelado de los anticuerpos especificos se realiza de la manera descrita anteriormente.

Los resultados obtenidos se representan en la tabla 2 siguiente.
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Tabla 2: Cinética de aparicién de los anticuerpos especificos

Muestra | Cerdos | 10/06 | 16/06 | 23/06 | 01/07 | 08/07 | 15/07 | 21/07
A3 1 Neg.
Testigo 2 Neg.
B2 1 Neg. | Neg. | Neg. | + + ++ +++
infec 2 Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg.
RP+ 3 Neg. | Neg. | Neg. | Neg. |+ + +

4 Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | Neg. | ++

Leyendas de la tabla 2:

A3 Control: animales de control no infectados;

B2 Infec. RP+: animales infectados con unas células de rifién de cerdos (RP) que contienen el circovirus; Neg.:
negativo;

+, ++, +++: escala de intensidad de la reaccion positiva;

10/06, 16/06, 23/06, 01/07, 08/07, 15/07, 21/07: fecha expresadas en dia/mes en las que se han efectuado las
diferentes extracciones de suero.

Ejemplo 2: Clonacion, secuenciacion y caracterizacion del circovirus MAP de tipo B (PCVB)

Las técnicas usadas para la clonacion, la secuenciacion y la caracterizacion del circovirus MAP de tipo B (PCVB)
son las usadas en el ejemplo 1 anterior para el circovirus MAP de tipo A (PCVA).

La secuencia nucleica de la Hebra de polaridad (+) del genoma del circovirus MAP de tipo B (o PCVB) esta
representada por la secuencia SEC ID n°® 9 en el listado de secuencias, estando la secuencia nucleica de la Hebra
de polaridad (-) del genoma del circovirus MAP de tipo B (o PCVB) representada por la secuencia nucleica 3' — 5' de
la figura 8 o por la secuencia SEC ID n° 10 (representada segun la orientacion 5' — 3') en el listado de secuencias.

Las secuencias de aminoacidos SEC ID n° 14, SEC ID n°® 15y SEC ID n° 16 del listado de secuencias representan
respectivamente las secuencias de las proteinas codificadas por las secuencias nucleicas de los 3 marcos abiertos
de lectura SEC ID n° 11 (ORF'1), que corresponden a la proteina REP, SEC ID n° 12 (ORF'2) y SEC ID n° 13
(ORF'3), determinadas a partir de la secuencia SEC ID n° 9 de la Hebra de polaridad (+) o de la secuencia nucleica
SEC ID n® 10 de la Hebra de polaridad (-) del genoma del circovirus MAP de tipo B.

Ejemplo 3: Analisis comparativo de las secuencias nucleotidicas (ORF1, ORF2 y gendmica) y de las
secuencias de aminoacidos codificados por ORF1 y ORF2 de los circovirus MAP de tipo A (PCVA) o de tipo
B (PCVB).

Los resultados expresados en % de homologia se representan en las tablas 3 y 4 siguientes.

Tabla 3: Analisis comparado de las secuencias de aminoacidos
% de homologia ORF1 ORF2
PCVA/PCVB 80,4 56,2

Tabla 4: Analisis comparado de las secuencias nucleotidicas
% de homologia Genomica | ORF1 ORF2 Resto
PCVA/PCVB 70,4 80,4 60,1 66,1

Ejemplo 4: Observacion de la enfermedad y reproduccion de la enfermedad en las condiciones
experimentales

a) Ensayo n° 1: Observacion de la enfermedad

El objetivo es seleccionar unos animales de ganaderias al principio de la enfermedad y disponerlos en las
condiciones experimentales para seguir la evolucion de la patologia y describir todas las manifestaciones clinicas.
Este primer ensayo se ha efectuado sobre 3 cerdos de ganaderia de 10 semanas de edad de los cuales 2 ya
estaban enfermos (afectados de decaimiento), y sobre 3 otros cerdos de 13 semanas de edad, que no presentaban
ninguna sefial de enfermedad. La observacion clinica se ha desplegado sobre un periodo de 37 dias. Dos cerdos de
10 semanas han decaido rapidamente (cerdo 1y 2, figura 9) y fueron sometidos a eutanasia 5 y 6 dias después de
su llegada. Uno solo ha presentado hipertermia en 5 dias y diarrea. Otros dos cerdos han presentado disnea y tos,
de los cuales uno ha tenido ademas hipertermia, superior a 41°C, los dos primeros dias de su estancia. Otro cerdo
ha tenido un crecimiento ralentizado en la segunda semana (cerdo 6, figura 9), sin que haya revelado ninguna otra
sefal clinica. En el plano lesional, 5 cerdos de 6 han presentado unas lesiones macroscopicas de neumonia gris, y
el sexto presentaba unas lesiones cicatriciales sobre el pulmén.
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b) Ensayo n°® 2: Reproduccién de la enfermedad a partir de indculos preparados sobre cerdos de ganaderia.

Los dos cerdos enfermos del ensayo 1 han servido para preparar unos inéculos que se ha ensayado en el ensayo 2
sobre unos cerdos exentos de organismos patdgenos especificos (EOPS, SPF en versién anglo-sajona). Los cerdos
EOPS tenian 9 semanas de edad en el momento de la inoculacidon. Los resultados clinicos y lesionales se
representan en la tabla 5.
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En este ensayo, no ha habido ningin decaimiento, como mucho una ralentizacion del crecimiento en la segunda,
tercera o cuarta semana después de la infeccion. Estos datos ilustran que ciertas condiciones de ganaderia
favorecen probablemente la expresion de la enfermedad.

c) Ensayos n° 3 a n° 7: Reproduccion de los ensayos experimentales

La multiplicacion de los ensayos experimentales sobre cerdos ha tenido como objetivo dominar y caracterizar mejor
el modelo experimental. El conjunto de los resultados se presenta en la tabla 5.

En las condiciones experimentales, el MAP se caracteriza asi por una larga incubacion, de 8 a 14 dias, unas
verdaderas hipertermias de 2 a 8 dias, una disminucién del consumo alimenticio y una ralentizacién del crecimiento
ponderal en la segunda, tercera o cuarta semana post-infeccion. La tabla lesional asociada a esta expresion clinica
comprende esencialmente unas hipertrofias ganglionarias y unas lesiones de neumonia.

Conclusién

La realizacién de este modelo experimental permite demostrar de manera indiscutible el papel etiolégico directo del
circovirus MAP en la enfermedad. Ademas, este modelo es la herramienta indispensable para la comprensién de los
mecanismos patogénicos y el estudio de futuros candidatos a vacunas.

Ejemplo 5: Demostracion de la eficacia protectora de una composiciéon vacunal segun la invencion realizada
a partir de fragmentos nucleicos de secuencia de circovirus MAP

1) Animales usados para el estudio

Se han usado unos lechones que presentan la enfermedad MAP, reproducida en las condiciones experimentales
descritas en el parrafo c) del Ejemplo 4, en un protocolo de evaluacion de la eficacia de la composicion vacunal que
comprende unos fragmentos nucleicos de secuencia de circovirus MAP.

2) Composicién vacunal ensayada y protocolo de vacunacion

a) Componentes usados para el estudio

Se han obtenido los plasmidos a partir del plasmido pcDNA3 de INVITROGENE
- Plasmidos pcDNA3 ORF-

Estos plasmidos son plasmidos que no comprenden ninguna insercion de acido nucleico de circovirus MAP y se
usan a titulo de plasmido de control negativo.

- Plasmido pcDNA3ORF 1+ y plasmido pcDNA3ORF2+

Los plasmidos pcDNA3ORF1+ y pcDNA3ORF2+ son plasmidos que comprenden una insercién de acido nucleico de
la secuencia del circovirus MAP de tipo B, respectivamente un insercion que comprende el fragmento de acido
nucleico SEC ID n° 11 (ORF'1) que codifica para la proteina Rep de secuencia SEC ID n°® 14 y una insercion que
comprende el fragmento de acido nucleico SEC ID n°® 12 (ORF'2) que codifica para la proteina de secuencia SEC ID
n° 15, que corresponde probablemente a la proteina de capside, comprendiendo estas construcciones nucleicas el
codén ATG de iniciacién de la secuencia que codifica la proteina correspondiente.

- Plasmido GMCSF+

El GM-CSF (Granulocyte/macrophage-colony stimulating factor) es una citocina que interviene en el desarrollo, la
maduracién y la activacion de los macroéfagos, de los granulocitos y de las células dendriticas presentadoras de
antigeno. Se estima que la aportacion beneficiosa del GM-CSF en la vacunacion es una activacion celular en
particular con el reclutamiento y la diferenciacion de células presentadoras de antigeno.

Este plasmido pcDNA3-GMCSF+ comprende una inserciéon de acido nucleico que codifica para el factor de
estimulacion de colonias granulocitos/macréfago, la proteina GM-CSF.

El gen que codifica para esta proteina GM-CSF ha sido clonado y secuenciado por Inumaru et al. (Immunol. Cell.
Biol., 1995, 73(5), 474-476). El plasmido pcDNA3-GMCSF ha sido obtenido del Dr. B. Charley del INRA de Jouy-en-
Josas (78, Francia).

- Baculovirus recombinantes

Los baculovirus denominados ORF- son unos virus que no presenta ninguna insercion que comprende un fragmento
de acido nucleico capaz de expresar una proteina de circovirus MAP.

Los baculovirus denominados ORF1+ (BAC ORF1+) u ORF2+(BAC ORF2+) son unos baculovirus recombinantes
que presentan respectivamente una insercion que comprende un fragmento de acido nucleico SEC ID n° 11 (ORF'1)
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y una insercion que comprende el fragmento de acido nucleico SEC ID n° 12 (ORF'2).
- Adyuvante

El adyuvante suministrado por la Compafiia Seppic filial de AIR LIQUIDE es el adyuvante que corresponde a la
referencia AIF SEPPIC.

b) Protocolo de vacunacion

Se reparten unos lechones destetados de 3 semanas de edad en cuatro lotes A, B, C y D comprendiendo cada uno
8 lechones.

Los lotes A, By C, de 3 semanas de edad, reciben cada uno una primera inyeccion (inyeccion M1) de 1 ml que
contiene 200 microgramos de plasmidos (ADN desnudo) en PSB, pH: 7,2, por via intramuscular para cada uno de
los plasmidos mencionados a continuacion para cada lote, y después, a las 5 semanas de edad una segunda
inyeccion (inyeccion M2) que comprende estos mismos plasmidos. Se practica una tercera inyeccion
simultaneamente por el otro lado del cuello. Esta tercera inyeccion comprende 1 ml de una suspension que contiene
5-10° células infectadas por baculovirus recombinantes y 1 ml de adyuvante AIF SEPPIC.

Lote A (F1) (lote de control):

- primera inyeccion

Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2- y plasmido GMCSF+,
- segunda y tercera inyeccion (simultaneas)

Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2- y plasmido GMCSF+; Células transformadas por baculovirus que
no contiene ninguna insercion de acido nucleico que codifica para una proteina de circovirus MAP;
Adyuvante AIF SEPPIC.

Lote B (F2) (Lote de control):

- primera inyeccion

Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2- y plasmido GMCSF+;
- segunda y tercera inyeccion (simultaneas)

Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2- y plasmido GMCSF+; Células transformadas por baculovirus que
no contiene ninguna insercion de acido nucleico que codifica para una proteina de circovirus MAP;
Adyuvante AIF SEPPIC.

Lote C (F3):

- primera inyeccion

Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2+ y plasmido GMCSF+;
- segunda y tercera inyeccion (simultaneas)

Plasmido pcDNA3ORF 1+, plasmido pcDNA3ORF2+ y plasmido GMCSF+;

Células transformadas por unos baculovirus recombinantes BAC ORF1+ y BAC ORF2+ capaces de expresar
respectivamente la proteina Rep de secuencia SEC ID n° 14 y la proteina de secuencia SEC ID n° 15 del circovirus
MAP de tipo B.

Lote D (F4) (lote de control): ninguna inyeccion

Los lotes de lechones B, C y D se inyectan (puesta a prueba) a las 6 semanas de edad mientras que el lote A no
esta sometido a la prueba.

3) Seguimiento de los lotes

- recuento tos-estornudos: 15 minutos/lote/dia;

- consistencia de las materias fecales: todos los dias;

- registros habituales: Toma de sangre semanal, pesaje;

- pesajes de los rechazos alimenticios: 3 veces por semana;
- calculo de la ganancia diaria en peso (gmq);
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Las ganancias medias diarias se han calculado para cada uno de los lotes en un periodo de 28 dias tras la puesta a
prueba (véase la figura 10), y se ha efectuado asimismo un calculo intermedio de la gmq para cada uno de los lotes
en el primer y el segundo periodo de 14 dias. Los resultados obtenidos se indican a continuacién en la tabla 6.

Tabla 6: Ganancias medias diarias

F1 F2 F3 F4

d1-d14 | 411g | 450g | 511g | 4619
d14-d28 | 623 g | 362g | 601g | 443 g
d0-d28 | 554 g | 4069 | 556 g | 452 g

- Medicién de la hipertermia

La medicion de la hipertermia, superior a 41°C (véase la figura 11) y superior a 40,2°C, se ha efectuado para cada
uno de los lotes en un periodo total de 28 dias tras la puesta a prueba. Los resultados obtenidos, que corresponden
a la relacién expresada en porcentaje entre el numero de registros térmicos superiores a 41°C (o superiores a
40,2°C) y entre el numero total de registros térmicos efectuados sobre el conjunto de los cerdos por periodos de una
semana, se indican a continuacion en las tablas 7 y 8, respectivamente para las mediciones de hipertermia superior
a 41°C y superior a 40,2°C.

Tabla 7: Hipertermias > 41°C

F1 |[F2 [F3 | F4

S1141 |0, |0, 0,

S2 (10,7 |16,| O, | 8,9

S2 | 47 |27, 0, | 45,

S4| 0, 0,10 |75

Tabla 8: Hipertermias > 40,2°C

F1 | F2 | F3 | F4

S11]29,1| 10,41 | 29,1 20,8

S2 | 285 | 392 | 10,7 | 37,5

S2 | 143 | 68,7 | 25,0 | 81,2

S4 | 33 | 175 | 20,0 | 55

4) Conclusion

Los registros efectuados muestran claramente que los animales que han recibido las tres inyecciones de una
composicion vacunal que comprende unos fragmentos de acido nucleico de circovirus MAP segun la invencion y/o
capaces de expresar unas proteinas recombinantes de circovirus MAP, en particular de tipo B, no han presentado
ninguna hipertermia (véase la figura 10). Estos animales no han conocido ademas ninguna disminucion de su
crecimiento, siendo las gmq comparables a las de los animales de control no infectados (véase la figura 9). No han
presentado ninguna sefial clinica particular.

Estos resultados demuestran la proteccion eficaz de los lechones contra la infeccién por un circovirus MAP de la
invencion, agente primario responsable de la MAP o DFP, aportada por una composicion vacunal preparada a partir
de un fragmento de acido nucleico de la secuencia nucleica de circovirus MAP segun la invencion, en particular de
tipo B, y/o a partir de proteinas recombinantes codificadas por estos fragmentos de acidos nucleicos.

Estos resultados muestran en particular que las proteinas aisladas codificadas por ORF1 y ORF2 de circovirus MAP
segun la descripcion son unas proteinas inmundgenas que inducen una respuesta protectora eficaz para la
prevencion de la infeccidn por un circovirus MAP en una composicion vacunal segun la invencion.
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Ejemplo 6: Diagnéstico serolégico de circovirus MAP mediante inmunodosificacion usando unas proteinas
recombinantes o unos péptidos de sintesis de circovirus MAP

A - Diagnéstico serolégico mediante proteinas recombinantes

La identificacion y la secuenciacién de circovirus porcino MAP permiten producir mediante las técnicas de
recombinacién genética bien conocidas por el experto en la materia unas proteinas recombinantes de circovirus
MAP.

Mediante estas técnicas, se han expresado unas proteinas recombinantes codificadas en particular por el ORF'2 del
circovirus MAP, de tipo B, mediante unas células de insecto Sf9 transformadas y después aisladas.

Se extraen estas proteinas recombinantes codificadas por el ORF'2, después del cultivo de las células Sf9
transformadas, mediante lisis celular térmica gracias a 3 ciclos de congelacion/descongelacion -70°C/+37°C. Se lisan
asimismo unas células Sf9 sanas o Sf9 de control no transformadas.

Estas dos fracciones antigénicas procedentes de células Sf9 de control no transformadas y de células Sf9 que
expresan el ORF'2 se precipitan a 4°C mediante una disolucion al 60% mas o menos 5% de sulfato de amonio
saturado. Se realiza una dosificacion de proteinas totales con la ayuda del kit Biorad. Se adsorben 500 ng de
proteinas Sf9 de control y de proteinas Sf9 que expresan el ORF'2 semipurificadas, en disoluciéon en tampdn
bicarbonato 0,05 M pH 9,6, de forma pasiva en el fondo de 3 cupulas diferentes de una microplaca Nunc Maxisorp
mediante incubacion durante una noche a +4°C.

La reactividad de los sueros de cerdos frente a cada una de estas fracciones antigénicas se evalua mediante una
reaccion ELISA indirecta cuyo protocolo experimental se detalla a continuacion:

- Etapa de saturacién: 200 pl/cupula de PBS1X/leche semidesnatada 3%, incubacion durante 1h30 a 37°C.

- Lavado: 200 pl/cupula de PBS1X/Tween 20: 0,05%, 3 lavados rapidos.

- Etapa de incubacion de los sueros: 100 pl/cipula de suero diluido al 1/100 en PBS1X/leche semidesnatada,
1%/Tween 20: 0,05%, incubacion durante 1 h a 37°C.

- Lavado: 200 pl/cupula de PBS1X/Tween 20: 0,05%, 2 lavados rapidos seguidos de 2 lavados de 5 min.

- Etapa de incubacion del conjugado: 50 pl/cipula de conjugado de conejo anti-cerdo diluido al 1/1000 en
PBS1X/leche semidesnatada, 1%/Tween 20: 0,05%, incubacién durante 1h a 37°C.

- Lavado: 200 pl/cupula de PBS1X/Tween 20: 0,05%, 2 lavados rapidos seguidos de 2 lavados de 5 min.

- Etapa de revelado: 100 ul/ctpula de sustrato OPD/Tampén de citrato/H2O», incubacién durante 15 min. a 37°C.

- Detencién de la reaccion: 50 pl/cupula H2SO41N.

- Lectura con el espectrofotémetro a 490 nm.

Resultados

Los resultados obtenidos se presentan a continuacioén en la tabla 9.

Tabla 9
Antigenos Reactividad del suero de cerdo Reactividad del suero de
no inoculado por el circovirus cerdo inoculado por el
circovirus
Sf9 de control purificado 0,076 0,088
Sf9 que expresa ORF'2 purificado 0,071 1,035

Los resultados se expresan en densidad 6ptica medida con el espectrofotometro a 490 nm durante el analisis
mediante ELISA de la reactividad de sueros de cerdo inoculado o no por el circovirus MAP de tipo B segun el
protocolo indicado anteriormente.

B - Diagnéstico serolégico mediante péptido de sintesis

La cartografia epitdpica de las proteinas codificadas, por ejemplo, por las secuencias nucleicas ORF1 y ORF2 de los
dos tipos de circovirus MAP (tipos A y B) ha permitido entre otros identificar unos epitopos circoviricos inmunégenos
sobre las proteinas codificadas por las secuencias nucleicas ORF'1 y ORF'2 asi como los epitopos especificos de la
proteina codificada por la secuencia nucleica ORF'2 del circovirus MAP de tipo B. Se han sintetizado en forma de
péptido cuatro epitopos especificos del circovirus MAP de tipo B y un epitopo comun a los dos tipos de circovirus
MAP situados sobre la proteina codificada por la secuencia nucleica ORF'2. Se han sintetizado asimismo los
péptidos equivalentes en el circovirus de tipo A. Todos estos péptidos han sido evaluados como antigenos de
diagnéstico en el ambito de la realizacion de un ensayo serolégico.

Resultados

Los resultados obtenidos se representan en la tabla 10 a continuacion.
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Ejemplo 7: Caracterizacion de los epitopos especificos del circovirus MAP de tipo B

Se han elegido para este estudio las proteinas codificadas por el ORF2 de los circovirus porcinos de tipo Ay B. Para
cada una de las ORF2 (tipos A y B), se han sintetizado 56 péptidos de 15 aminoacidos que se solapan cada 4

aminoacidos, recubriendo asi la totalidad de la proteina (véase la tabla 11 a continuacion).

Tabla 11: Secuencia de aminoacidos de los 56 péptidos de 15 aminoacidos sintetizados a partir de la secuencia
nucleica ORF'2 (tipo B) y ORF2 (tipo A) de circovirus MAP con su numero de spot correspondiente (véase la figura

12)
ORF'2 tipo B ORF2 tipo A
Spot n° Secuencia Spot n° Secuencia
104 MTYPRRRYRRRRHRP 160 MTWPRRRYRRRRTRP
105 RRRYRRRRHRPRSHL 161 RRRYRRRRTRPRSHL
106 RRRRHRPRSHLGQIL 162 RRRRTRPRSHLGNIL
107 HRPRSHLGQILRRRP 163 TRPRSHLGNILRRRP
108 SHLGQILRRRPWLVH 164 SHLGNILRRRPYLVH
109 QILRRRPWLVHPRHR 165 NILRRRPYLVHPAFR
110 RRPWLVHPRHRYRWR 166 RRPYLVHPAFRNRYR
111 LVHPRHRYRWRRKNG 167 LVHPAFRNRYRWRRK
112 RHRYRWRRKNGIFNT 168 AFRNRYRWRRKTGIF
113 RWRRKNGIFNTRLSR 169 RYRWRRKTGIFNSRL
114 KNGIFNTRLSRTFGY 170 RRKTGIFNSRLSREF
115 FNTRLSRTFGYTVKR 171 GIFNSRLSREFVLTI
116 LSRTFGYTVKRTTVR 172 SRLSREFVLTIRGGH
117 FGYTVKRTTVRTPSW 173 REFVLTIRGGHSQPS
118 VKRTTVRTPSWAVDM 174 LTIRGGHSQPSWNVN
119 TVRTPSWAVDMMRFN 175 GGHSQPSWNVNELRF
120 PSWAVDMMRFNINDF 176 QPSWNVNELRFNIGQ
121 VDMMRFNINDFLPPG 177 NVNELRFNIGQFLPP
122 RFNINDFLPPGGGSN 178 LRFNIGQFLPPSGGT
123 NDFLPPGGGSNPRSV 179 IGQFLPPSGGTNPLP
124 PPGGGSNPRSVPFEY 180 LPPSGGTNPLPLPFQ
125 GSNPRSVPFEYYRIR 181 GGTNPLPLPFQYYRI
126 RSVPFEYYRIRKVKV 182 PLPLPFQYYRIRKAK
127 FEYYRIRKVKVEFWP 183 PFQYYRIRKAKYEFY
128 RIRKVKVEFWPCSPI 184 YRIRKAKYEFYPRDP
129 VKVEFWPCSPITQGD 185 KAKYEFYPRDPITSN
130 FWPCSPITQGDRGVG 186 EFYPRDPITSNQRGV
131 SPITQGDRGVGSSAV 187 RDPITSNQRGVGSTV
132 QGDRGVGSSAVILDD 188 TSNQRGVGSTVVILD
133 GVGSSAVILDDNFVT 189 RGVGSTVVILDANFV
134 SAVILDDNFVTKATA 190 STVVILDANFVTPST
135 LDDNFVTKATALTYD 191 ILDANFVTPSTNLAY
136 FVTKATALTYDPYVN 192 NFVTPSTNLAYDPYI
137 ATALTYDPYVNYSSR 193 PSTNLAYDPYINYSS
138 TYDPYVNYSSRHTIT 194 LAYDPYINYSSRHTI
139 YVNYSSRHTITQPFS 195 PYINYSSRHTIRQPF
140 SSRHTITQPFSYHSR 196 YSSRHTIRQPFTYHS
141 TITQPFSYHSRYFTP 197 HTIRQPFTYHSRYFT
142 PFSYHSRYFTPKPVL 198 QPFTYHSRYFTPKPE
143 HSRYFTPKPVLDFTI 199 YHSRYFTPKPELDQT
144 FTPKPVLDFTIDYFQ 200 YFTPKPELDQTIDWF
145 PVLDFTIDYFQPNNK 201 KPELDQTIDWFQPNN
146 FTIDYFQPNNKRNQL 202 DQTIDWFQPNNKRNQ
147 YFQPNNKRNQLWLRL 203 DWFQPNNKRNQLWLH
148 NNKRNQLWLRLQTAG 204 PNNKRNQLWLHLNTH
149 NQLWLRLQTAGNVDH 205 RNQLWLHLNTHTNVE
150 LRLQTAGNVDHVGLG 206 WLHLNTHTNVEHTGL
151 TAGNVDHVGLGTAFE 207 NTHTNVEHTGLGYAL
152 VDHVGLGTAFENSIY 208 NVEHTGLGYALQNAT
153 GLGTAFENSIYDQEY 209 TGLGYALQNATTAQN
154 AFENSIYDQEYNIRV 210 YALQNATTAQNYVVR
155 SIYDQEYNIRVTMYV 211 NATTAQNYVVRLTIY
156 QEYNIRVTMYVQFRE 212 AQNYVVRLTIYVQFR
157 IRVTMYVQFREFNFK 213 VVRLTIYVQFREFIL
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(Continuacion)

ORF'2 tipo B ORF2 tipo A
Spot n° Secuencia Spot n° Secuencia
158 MYVQFREFNFKDPPL 214 TIYVQFREFILKDPL
159 VQFREFNFKDPPLNP 215 YVQFREFILKDPLNE

Estos péptidos han sido sintetizados segun el método “spot” que consiste en una sintesis simultanea de un gran
numero de péptidos sobre un soporte sélido de celulosa, constituyendo a cada lugar de sintesis de un péptido un
spot (Synt: em, NIMES). Este método implica una orientacion de los péptidos sobre la placa, estando éstos fijados
de manera covalente por el extremo carboxi. Un spot representa aproximadamente 50 nmoles de péptido.

La referencia de los spot y de las secuencias peptidicas correspondientes se proporciona en la tabla 11.

Estas membranas han sido usadas para unos ensayos de inmunorreactividad frente a sueros de cerdos EOPS
infectados 0 no experimentalmente por la cepa circovirica MAP de tipo B asi como frente a sueros de cerdos
infectados, procedentes de ganaderias convencionales (ganaderias convencionales 1 o 2). Este estudio ha permitido
demostrar unos péptidos inmunorreactivos especificos del circovirus de tipo B que corresponde a los spot n° 121, n°®
132, n® 133 y n° 152 (respectivamente de secuencias de aminoacidos SEC ID n°® 17, SEC ID n° 18, SEC ID n° 19y
SEC ID n° 20). Se presenta una ilustracion en la figura 12 en la que las membranas se revelan con un suero de
cerdo infectado, procedente de una ganaderia convencional. Se han demostrado asimismo unos péptidos
inmunorreactivos no especificos de tipo, entre los cuales se considerara el péptido n° 146 que es altamente
inmunogeno.

Una comparacion entre las secuencias peptidicas de los circovirus de tipo A y B (figura 13) indica una divergencia
comprendida entre 20 y 60% para los péptidos inmunorreactivos especificos de tipo B, y una divergencia mas baja
(13%) entre los péptidos no especificos.
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<160> 20

<170> PatentIn Vers. 2.0
<210>1

<211> 1759

<212> ADN
<213> Circovirus MAP tipo A

<220>
<223> Hebra de polaridad + (5'-3)
<400> 1

10

accagcgcac
aagcggcccg
gaaaaacaaa
aggtttggaa
gacttttaac
aaccgaccag
agctccgcgg
gacggggtct

cgggctggcet
tgtacacgtc

tgagcctagg
agaagaagtt
actgtgtgac
ccgcagtatt
cccagctgta
agaacaatcc
tttcccatat
tttattcatt
ttaccacata
cgacattggt
accaatcaat
agggctgcct
tggagggggt
tagaggtgat

ggaaaggtag
atctcagctc

attctctaga
tgaaggcggg
ggcgggtccg
agtgcgctgce

ttcggcagcg
caaccccata
atacgggagc
gagggtagaa
aaggtgaagt
cagaataaag
aaccagggga
ttggtgactg
gaacttttga
atagtgggcc
gacacctact
gttgttttgg
cggtatccat
ttgattacca
gaagctctct
acggaggtac
aaaataaatt
tagagggtct
attttgggct
gtgggtattt
tgtttggtct
tatggtgtgg
tacaaagttg
ggggtctctyg

gggtaggggg
gttaacattc

aaggcgggaa
gtgtaccaaa

tcttctgcgg
tgtagtatt

gcagcacctc
agaggtgggt
ttccaatctc
ctcctcacct
ggtattttgg
aatactgcag
agcgcagcga
tagccgagca
aagtgagcgg
cgcccggttg
ggaagcctag
atgattttta
tgactgtaga
gcaatcaggc
atcggaggat
ccgaaggccg
actgagtctt
ttcaggataa
gtggttgcat
aaatggagcc
agctctggtt
cgggaggagt
gcatccaaga
gggtaaaatt
ttggtgccgce
caagatggct

ttgaagatac
tatggtcttc
taacgcctcc

ggcagcgtca
gttcaccctt
cctttttgat
ccaggggttt
tgcccgetge
taaagaaggc
cctgtctact
gtttcctgta
gaagatgcag
tgggaagagc
tagaaataag
tggctggtta
gactaaaggg
cccccaggaa
tactactttg
atttgaagca
ttttgttatc
attctctgaa
tttggagcgc
acagctggtt
tgggggtgaa
agttaatata
taacaacagt
catatttagc

ctgagggggg
gcgagtgtcc

ccgtcttteg
tccggaggat
ttggccacgt

gtgaaaatgc
aataatcctt
tattttgttt
gcgaattttg
cacatcgaga
cacatactta
gctgtgagta
acgtatgtga
aagcgtgatt
cagtgggccc
tggtgggatg
ccttgggatg
ggtactgttc
tggtactcct
caattttgga
gtggacccac
acatcgtaat
ttgtacataa
atagcccagg
tcttttatta
gtacctggag
ggggtcatag
ggacccaaca
ctttctaata

gaggaactgg
tcctcecttatg

gcgccatctg
gtttccaaga
catcctataa

caagcaagaa
ccgaggagga
gtggcgagga
ctaagaagca
aagcgaaagg
tcgagtgtgg
cccttttgga
gaaatttccg
ggaagacagc
gtaattttgc
gatatcatgg
atctactgag
cttttttggc
caactgctgt
agactgctgg
cctgtgcecect
ggtttttatt
atagtcaacc
cctgtgtgcet
tttggctgga
tggtaggtaa
gccaagttgg
cctctttgat
cggtagtatt
ccgatgttga
gtgagtacaa

taacggtttc
tggctgcggg
aagtgaaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680
1740
1759

<210>2

<211> 1759

<212> ADN

<213> Circovirus MAP tipo A

<220>
<223> Hebra de polaridad - (5'-3")

<400> 2

35



10

aatactacag
cgcagaagac
ttggtacacc
tcecegecttt
aatgttaacg
cccctacccce
agagacccca
aactttgtaa
cacaccataa
gaccaaacaa
aatacccaca
gcccaaaatt
gaccctctaa
atttatttta
tacctccgtg
gagagcttct
ggtaatcaaa
tggataccgg
caaaacaaca
gtaggtgtcc
gcccactatg
caaaagttca
agtcaccaaa
ccecectggtte
tttattctgce
cttcaccttg
tctaccctct
ctccecgtatt

atggggttgc
gctgccgaag

cagcgcactt
ggacccgccce
ccgccttcag
ctagagaatt
agctgagatt
tacctttcca
tcacctctaa
cccectecac
ggcagccctt
ttgattggtt
ccaatgtcga
atgtggtaag
atgaataaaa
tatgggaaaa
gattgttctc
acagctggga
atactgcggg
tcacacagtc
acttcttcte
ctaggctcag
acgtgtacag
gccagcccgc
gaccccgtcect
cgcggagctc
tggtcggttc
ttaaaagtct
tccaaacctt
ttgtttttct
gggccgcecttt
tgcgctggt

<210> 3

<211>939

<212> ADN

<213> Circovirus MAP tipo A

<220>
<223> ORF1

<400> 3

atgccaagca
ccttccgagg
gtttgtggcg
tttgctaaga
gagaaagcga
cttatcgagt
agtacccttt

gtgagaaatt
gattggaaga
gcccgtaatt
gatggatatc
gatgatctac
gttccttttt
tcctcaactg
tggaagactg
ccaccctgtg

agaaaagcgg
aggagaaaaa
aggaaggttt
agcagacttt
aaggaaccga
gtggagctcc
tggagacggg

tccgcgggcet
cagctgtaca
ttgctgagcc
atggagaaga
tgagactgtg
tggcccgecag
ctgtcccagc
ctggagaaca
cccttttece

<210> 4
<211>702
<212> ADN

ES 2 548 145 T3

ctttcacttt
ccgcagccat
aaaccgttac
tgtactcacc
caacatcggc
atactaccgt
tcaaagaggt
caacttggcc
tacctaccac
ccagccaaat
gcacacaggc
gttgactatt
ataaaaacca
gggcacaggg
cagcagtctt
cagcagttga
ccaaaaaagqg
tcagtagatc
catgatatcc
caaaattacg
ctgtcttcca
ggaaatttct
ccaaaagggt
cacactcgat
ctttcgcecttt
gcttcttagce
cctcgccaca
cctcctcecgga
tcttgcttgg

ccecgcaaccece
caaaatacgg
ggaagagggt
taacaaggtg
ccagcagaat
gcggaaccag
gtctttggtg

ggctgaactt
cgtcatagtg
tagggacacc
agttgttgtt
tgaccggtat
tattttgatt
tgtagaagct
atccacggag
atataaaata

tataggatga
cttggaaacg
agatggcgcc
ataagaggag
cagttcctcc
attagaaagg
gttgggtcca
tatgacccct
tccaggtact
aataaaagaa
ctgggctatg
tatgtacaat
ttacgatgtyg
tgggtccact
ccaaaattgc
ggagtaccat
aacagtaccc
atcccaaggt
atcccaccac
ggcccactgg
atcacgctgc
cacatacgtt
actcacagca
aagtatgtgg
ctcgatgtgg
aaaattcgca
aacaaaataa
aggattatta
cattttcact

cataagaggt
gagcttccaa
agaactcctc
aagtggtatt
aaagaatact
gggaagcgca
actgtagccg

ttgaaagtga
ggcccgceccg
tactggaagc
ttggatgatt
ccattgactg
accagcaatc
ctctatcgga
gtacccgaag
aattactga

36

cgtggccaag
tccteecggag
gaaagacggg
gacactcgca
ccccctcecagg
ctaaatatga
ctgttgttat
atattaacta
tcacccccaa
accagctgtg
cgctccaaaa
tcagagaatt
ataacaaaaa
gcttcaaatc
aaagtagtaa
tcctgggggg
cctttagtct
aaccagccat
ttatttctac
ctcttcccac
tgcatcttcc
acaggaaact
gtagacaggt
ccttctttac
cagcgggcac
aacccctgga
tcaaaaaggg
agggtgaaca
gacgctgccg

gggtgttcac
tctececetttt
acctccaggg
ttggtgcccg
gcagtaaaga
gcgacctgtc
agcagtttcc

gcgggaagat
gttgtgggaa
ctagtagaaa
tttatggctg
tagagactaa
aggccccececa
ggattactac
gccgatttga

gaggcgttac
aagaccatat
tatcttcaat
gccatcttgg
cggcaccaac
attttacccc
cttggatgcc
ctccteeecge
accagagcta
gctccattta
tgcaaccaca
tatcctgaaa
agactcagta
ggccttcggg
tcctecgata
cctgattgct
ctacagtcaa
aaaaatcatc
taggcttcca
aaccgggcgg
cgctcacttt
gctcggctac
cgctgcgctt
tgcagtattc
caaaatacca
ggtgaggagt
agattggaag
cccacctctt
aggtgctgcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1759

ccttaataat
tgattatttt
gtttgcgaat
ctgccacatc
aggccacata
tactgctgtg
tgtaacgtat

gcagcagcgt
gagccagtgg
taagtggtgg
gttaccttgg
agggggtact
ggaatggtac
tttgcaattt
agcagtggac

60

120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
939



10

15

<220>
<223> ORF2

<400> 4

atgacgtggce
aacatcctcc
cgccgaaaga
ggaggacact
ctccececect
aaggctaaat
tccactgttyg
ccctatatta
tacttcaccc
agaaaccagc
tatgcgctcce
caattcagag

<210>5
<211> 621
<212> ADN
<213> Circovirus MAP tipo A

<220>
<223> ORF3

<400> 5

atgatatcca
aaaattacgg
tgtcttccaa
gaaatttctc
caaaagggta
acactcgata
tttcgectttce
cttcttagca
ctcgccacaa
ctcctcggaa
cttgcttggce

<210> 6

<211> 312
<212> ADN
<213> Circovirus MAP tipo A

<400> 6

<213> Circovirus MAP tipo A

caaggaggcyg
ggagaagacc
cgggtatctt
cgcagccatc
caggcggcac
atgaatttta
ttatcttgga
actactcctc
ccaaaccaga
tgtggctcca
aaaatgcaac
aatttatcct

tcececaccact
gcccactggce
tcacgctgct
acatacgtta
ctcacagcag
agtatgtggc
tcgatgtggce
aaattcgcaa
acaaaataat
ggattattaa
attttcactg

ES 2 548 145 T3

ttaccgcaga
atatttggta
caattcccgce
ttggaatgtt
caaccccecta
ccccagagac
tgccaacttt
ccgccacacce
gctagaccaa
tttaaatacc
cacagcccaa
gaaagaccct

tatttctact
tcttcccaca
gcatcttccc
caggaaactg
tagacaggtc
cttctttact
agcgggcacc
acccctggag
caaaaaggga
gggtgaacac
a

agacggaccc
caccccegect
ctttctagag
aacgagctga
cccctacctt
cccatcacct
gtaaccccct
ataaggcagc
acaattgatt
cacaccaatg
aattatgtgg
ctaaatgaat

aggcttccag
accgggcggg
gctcactttc
ctcggctaca
gctgcgcttc
gcagtattct
aaaataccac
gtgaggagtt
gattggaagc
ccacctctta

gcccececcgeag
tcagaaaccyg
aatttgtact
gattcaacat
tccaatacta
ctaatcaaag
ccaccaactt
cctttaccta
ggttccagcc
tcgagcacac
taaggttgac
aa

taggtgtccc
cccactatga
aaaagttcag
gtcaccaaag
ccctggttcece
ttattctgct
ttcaccttgt
ctaccctctt
tccegtattt
tggggttgeg

ccatcttgga
ttacagatgg
caccataaga
cggccagttc
ccgtattaga
aggtgttggg
ggcctatgac
ccactccagg
aaataataaa

aggcctgggc
tatttatgta

taggctcagc
cgtgtacagc
ccagcccgcg
accccgtctce
gcggagctcc
ggtcggttcc
taaaagtctg
ccaaaccttc
tgtttttctc
ggccgcectttt

Met Pro Ser Lys Lys Ser Gly Pro Gln Pro His Lys Arg Trp Val Phe

1

5

10

37

15

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
621



<210>7
<211> 233
<212> PRT

Thr

Fro

Glu

Gln

85

Glu

Glu

Arg

Leu

Brg

145

Rap

Lys=

Lys

Val

Brg

225

Val

Gln

Brg

Thr

Leu
305

Leu

Il=

Gly

Thr

Lys

Gly

Ser

Val

130

Gly

Trp

Ser

Fra

Wal

210

Len

Fra

Glu

Arg

Glu

230

Fhea

AEn

Ser

35

Arg

Fhe

Ala

His

Asp

113

Thr

Leau

Lys

=ln

Ser

145

Leu

Cys

FPhe

Trp

Ile

275

YVal

Fro

Asn

20

Leun

The

Asn

Lys

Ile

104

Leu

Val

Ala

Thx

Trp

1840

Arg

ASp

Asp

Leu

Tyr

280

Thr

Fro

Tyr

<213> Circovirus MAP tipo A

<400>7

Fro

Fhe

Fro

Lys

Gly

85

Len

Jer

Ala

Glu

Ala

185

Ala

Asn

Asp

Lrg

Ala

245

Ser

Thr

Glu

Ly=

Zer

Asp

His

Val

70

Thr

Ile

Thr

Glu

Leu

150

Val

Arg

Lys

FPhe

TVyE

230

Arg

Ser

Leu

Gly

Ile
310

ES 2548 145 T3

Glu

Tyr

Lau

53

Lys

Asp

Glu

Ela

Gln

133

Le=u

His

Ash

Trp

Tyr

als

Pro

Ser

Thr

Glo

Arg

295

Asn

Glu

Fhe

40

Gla

Trp

zln

Cya

Val

1z2¢

Fhe

Ly

Val

Fhe

Tep

200

=1y

Lan

Ile

Ala

Fhe

280

Fhe

Tyr

Glu

25

Val

Gly

Tyr

Gln

Gly

145

Ser

Erao

Val

Ile

Ala

185

Rsp

Tre

Thr

Leu

Val

2B5

Trp

Glu

38

Lys

Cys

Phe

Fhe

Azn

90

Ala

Thr

Val

Sar

Val

mn

=lu

Gly

Leu

Val

Il=

250

Frao

Lys

Ala

Amn

Gly

Ala

Gly

75

Lys

Fro

Leu

Thr

Gly

155

Gl

Fro

Tyr

Fro

Glu

235

Thr

Ala

Thr

YVal

Lys

Glu

AR

a0

Ala

Glu

Arg

Leu

Tyr

147

Ly

Pro

Arg

His

Trp

220

Thr

Ser

Val

Ala

Asp
300

Ile

Glu

45

Fhe

Arg

Tvr

Asn

Glu

125

Val

Mel

Fro

Asp

Lys

Aan

Glu

Erg

0

Gly

Lla

Cys

Cys

Gln

110

Thr

Ardg

Gla

Gly

Thr

130

Glu

A=p

Gly

Gln

Ala

270

Glu

Fra

Glu

Leu

Lys

His

Ser

95

Gly

Gly

Az

Gla

Cys

175

Tvyr

lu

Leu

Gly

Ala

255

Leu

Glo

Cya

Leu

Glu

Lyfs

Ile

g0

Lys

Lya

Jer

Phe

Arg

lad

Gly

Trp

Val

Leu

The

240

Fro

Tvr

Ser

Ala
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Met Thr Trp Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg Thr Arg Pro Arg

Ser His Leu Gly Asn Ile Leu Arg Arg Arg Pro Tyr Leu Val His Pro
20 25 30

Ala Phe Arg Asn Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Thr Gly Ile Phe Asn
35 40 45

Ser Arg Leu Ser Arg Glu Phe Val Leu Thr Ile Arg Gly Gly His Ser
50 55 60

Gln Pro Ser Trp Asn Val Asn Glu Leu Arg Phe Asn Ile Gly Gln Phe
65 70 75 80

Leu Pro Pro Ser Gly Gly Thr Asn Pro Leu Pro Leu Pro Phe Gln Tyr
85 90 95

Tyr Arg Ile Arg Lys Ala Lys Tyr Glu Phe Tyr Pro Arg Asp Pro Ile
100 105 110

Thr Ser Asn Gln Arg Gly Val Gly Ser Thr Val Val Ile Leu Asp Ala
115 120 125

Asn Phe Val Thr Pro Ser Thr Asn Leu Ala Tyr Asp Pro Tyr Ile Asn
130 135 140

Tyr Ser Ser Arg His Thr Ile Arg Gln Pro Phe Thr Tyr His Ser Arg
145 150 155 160

Tyr Phe Thr Pro Lys Pro Glu Leu Asp Gln Thr Ile Asp Trp Phe Gln
165 170 175

Pro Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu His Leu Asn Thr His Thr
180 185 190

Asn Val Glu His Thr Gly Leu Gly Tyr Ala Leu Gln Asn Ala Thr Thr
195 200 205

Ala Gln Asn Tyr Val Val Arg Leu Thr Ile Tyr Val Gln Phe Arg Glu
210 215 220

Phe Ile Leu Lys Asp Pro Leu Asn Glu
225 230

<210>8

<211> 206

<212> PRT

<213> Circovirus MAP tipo A

<400> 8

Met Ile Ser Ile Pro Pro Leu Ile Ser Thr Arg Leu Pro Val Gly Val
1 5 10 15

Pro Arg Leu Ser Lys Ile Thr Gly Pro Leu Ala Leu Pro Thr Thr Gly
20 25 30

39



ES 2 548 145 T3

Thr
45

Val Ser Leu Pro Ile Leu Leu His

40

His
35

Ala Tyr Asp Cys

Phe Gln Phe Gln Ala His

60

Pro Ala His Ser Pro Glu Ile Ser

50

Leu Lys

55
Gln Leu
80

His Pro

75

Ile
65

Leu Leu Ser

70

Arg Tyr Arg Lys Gly Tyr Arg

Gln Thr Gln Val

90

Ala Ala Leu Val

95

His Ser Ser Leu Pro

85

Lys Gly Arg

Thr
110

Ser Thr Leu Val Ala Phe Phe Ala Vval

100

Pro Arg Ser Asp Lys Tyr

105
Phe

Phe Ile

115

Val Ser Phe Phe Leu Val Ala Ala

120

Leu Leu Gly Arg Asp

125

Val Leu Leu Leu Ser

140

His Leu Ser

135

Thr
130

Gly Lys Ile Pro Leu Lys Lys

Thr
155

Ile Thr

145

Glu
150

Val Phe Gln Phe

160

Arg Pro Leu Arg Ser Ser Leu

Ala Thr Ile TIle Pro

175

Leu Asn Lys Leu

165

Lys Lys Gly

170

Asp Trp Lys Tyr

His Pro Pro

190

Phe Val Phe Ile

185

Leu Leu Leu Ile Glu

180

Gly Arg Lys Gly

Phe His

205

Ala Ala Phe His

200

Leu Met Gly Leu Leu Ala

195

Arg Trp

<210>9

<211> 1767

<212> ADN

<213> Circovirus MAP tipo B

<220>
<223> Hebra de polaridad + (5-3)

<400> 9

accagcgcac
agaagaatgg
cttccgaaga
ttgttggcga
ttgtgaagaa
agaaagcgaa
tgatggagtg
gtaccttgtt
tcagaaattt
attggaagac
ctgctaattt
atggttacca
atgatctact
tacctttttt
cctcaactgc
ggaagaatgc
catgccctga

ttcggcagcecg
aagaagcgga
cgagcgcaag
ggagggtaat
gcagactttt
aggaacagat
tggagctcct
ggagagcggyg
ccgcgggctg
taatgtacac
tgcagacccg
tggtgaagaa
gagactgtgt
ggcccgcagt
tgtcccagcet
tacagaacaa
atttccatat

gcagcacctc
ccccaacccece
aaaatacggg
gaggaaggac
aataaagtga
cagcagaata
agatctcagg
agtctggtga
gctgaacttt
gtcattgtgg
gaaaccacat
gtggttgtta
gatcgatatc
attctgatta
gtagaagctc
tccacggagg
gaaataaatt

ggcagcacct
ataaaaggtg
atcttccaat
gaacacctca
agtggtattt
aagaatactg
gacaacggag
ccgttgcaga
tgaaagtgag
ggccacctgg
actggaaacc
ttgatgactt
cattgactgt
ccagcaatca
tttatcggag

aagggggcca
actgagtctt

40

cagcagcaac
ggtgttcact
atccctattt
cctccagggyg
gggtgcccge
cagtaaagaa
tgacctgtct
gcagcaccct
cgggaaaatg
gtgtggtaaa
acctagaaac
ttatggctgg
agagactaaa
gaccccgttg
gattacttcc
gttcgtcacc
ttttatcact

atgcccagca
ctgaataatc
gattatttta
ttcgctaatt
tgccacatcg
ggcaacttac
actgctgtga
gtaacgtttg
cagaagcgtg
agcaaatggg
aagtggtggg
ctgccctggg
ggtggaactg
gaatggtact
ttggtatttt
ctttccececcce
tcgtaatggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020



10

15

<210> 10

ttttattatt
atacatggtt
gaggcctacg
gttgtttggt
ggagtggtag
ataggtgagg
cactcccctg
tattctgtag
gtcattaata
cttgacagta
ccagcggtaa
atggctgcgg
aaacgaaaga

<211> 1767
<212> ADN
<213> Circovirus MAP tipo B

<220>

cattaagggt
acacggatat
tggtctacat
tggaagtaat
gagaagggct
gctgtggect
tcaccctggg
tattcaaagg
ttgaatctca
tatccgaagg
cggtggcggyg
gggcggtgte
agtgcgctgt

<223> Hebra de polaridad - (5'-3")

<400> 10

<210> 11

aatacttaca
agaagaagac
gtccaccccce
tcccgcecacct
gacatgatga
tctgtgccct
ccgatcaccc
gtaacaaagg
ataacccagc
actattgatt
gctggaaatg
gaatacaata
ccacttaacc
ttatttcata
ccgtggattg
cttctacagc
tcagaatact
atcgatcaca
caaccacttc
tggtttccgg
caatgacgtg
gttcagccag
ccagactccc
gagatctagg
tctgctgatc
ctttattaaa
cttcctcatt
gtattttctt
gttggggtcc
gtgctgccgce

<211> 945
<212> ADN
<213> Circovirus MAP tipo B

<220>

<223> ORF1

<400> 11

gcgcacttct
accgcccccg
gccaccgtta
tcggatatac
gattcaatat
ttgaatacta
agggtgacag
ccacagccct
ccttctceccta
acttccaacc
tagaccacgt
tccgtgtaac
cttaatgaat
tggaaattca
ttctgtagca
tgggacagca
gcgggccaaa
cagtctcagt
ttcaccatgg
gtctgcaaaa
tacattagtc
cccgcggaaa
gctctccaac
agctccacac
tgttcctttc
agtctgcttc
accctcctcg
gcgctcgtcect
gcttcttcca
tgccgaagtyg

ES 2 548 145 T3

taagtggggyg
tgtattcctg
ttccagcagt
caatagtgaa
gggttatggt
ttgttacaaa
tgatcgggga
gcacagagcg
tcatgtccac
tgcgggagag
ggtggacgag
ttcttcttcg
aagtatt

ttcgttttca
cagccatctt
ccgctggaga
tgtcaagcga
taatgacttt
cagaataaga
gggagtgggce
cacctatgac
ccactcccgg
aaacaacaaa
aggcctcggce
catgtatgta
aataaaaacc
gggcatgggg
ttcttccaaa
gttgaggagt
aaaggtacag
agatcatccc
taaccatccc
ttagcagccc
ttccaatcac
tttctgacaa
aaggtactca
tccatcagta
gctttctcga
ttcacaaaat
ccaacaataa
tcggaaggat
ttcttcttac
cgctggt

gtctttaaaa
gtcgtatata
ttgtagtctc
atctaggaca
atggcgggag
gttatcatct
gcagggccag
ggggtttgac
cgcccaggag
gcgggtgttyg
ccaggggcgyg
gtaacgcctc

gatatgacgt
ggccagatcc
aggaaaaatg
accacagtca
cttccecceccag
aaggttaagg
tccagtgctyg
ccctatgtaa
tactttaccc
agaaaccagc
actgcgttcg
caattcagag
attacgaagt
gggaaagggt
ataccaagga
accattccaa
ttccaccttt
agggcagcca
accacttgtt
atttgctttt
gcttctgcat
acgttacagg
cagcagtaga
agttgccttce
tgtggcagcg
tagcgaaccc
aataatcaaa
tattcagagt
tgggcatgtt

41

ttaaattctc
ctgttttcga
agccacagct
ggtttggggg
gagtagttta
aaaataacag
aattcaacct
ccccectectg
ggcgttctga
aagatgccat
cggcggagga
cttggatacg

atccaaggag
tccgecgecg
gcatcttcaa
gaacgccctc
gaggggggtc
ttgaattctg
ttattttaga
actactcctc
ccaaacctgt
tgtggctgag
aaaacagtat
aatttaattt
gataaaaaag
gacgaactgg
agtaatcctc
cggggtctga
agtctctaca
gccataaaag
tctaggtggt
accacaccca
tttcececgetce
gtgctgctct
caggtcactc
tttactgcag
ggcacccaaa
ctggaggtga
tagggatatt
gaacacccac

gctgctgagg

tgaattgtac
acgcagtgcc
ggtttctttt
taaagtaccg
cataggggtc
cactggagcc
taacctttct
ggggaagaaa
ctgtggttcg
ttttecttet
tctggccaag
tcatatctga

gcgttaccga
cccctggcectce
cacccgcctce
ctgggcggtyg
aaacccccgce
gccctgcectece
tgataacttt
ccgccatacc
cctagatttc
actacaaact
atacgaccag
taaagacccc
actcagtaat
ccccecttect
cgataaagag
ttgctggtaa
gtcaatggat
tcatcaataa
ttccagtatg
ggtggcccca
actttcaaaa
gcaacggtca
cgttgtccct
tattctttat
taccacttca
ggtgttcgtc
ggaagatccc
cttttatggg
tgctgccgag

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1767

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1767
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15

20

atgcccagca
ctgaataatc
gattatttta
ttcgctaatt
tgccacatcg
ggcaacttac
actgctgtga
gtaacgtttg
cagaagcgtg
agcaaatggg
aagtggtggg
ctgccctggg
ggtggaactg
gaatggtact
ttggtatttt
ctttccceccece

agaagaatgg
cttccgaaga
ttgttggcga
ttgtgaagaa
agaaagcgaa
tgatggagtg
gtaccttgtt
tcagaaattt
attggaagac
ctgctaattt
atggttacca
atgatctact
tacctttttt
cctcaactgce
ggaagaatgc
catgccctga

<210> 12

<211>702

<212> ADN

<213> Circovirus MAP tipo B

<220>
<223> ORF2

<400> 12

atgacgtatc
cagatcctcc
aaaaatggca
acagtcagaa
ccceccaggag
gttaaggttg
agtgctgtta
tatgtaaact
tttaccccca
aaccagctgt
gcgttcgaaa
ttcagagaat

caaggaggcg
gccgccgccce
tcttcaacac
cgccctectg
gggggtcaaa
aattctggcc
ttttagatga
actcctceccg
aacctgtcct
ggctgagact
acagtatata
ttaattttaa

<210> 13

<211> 315

<212> ADN

<213> Circovirus MAP tipo B

<220>
<223> ORF3

<400> 13

tccecaccact
gcccatttge
tcacgcttct
acaaacgtta
ctcacagcag
agtaa

atggtaacca
aaaattagca
agtcttccaa
gaaatttctg
caacaaggta
acactccatc

<210> 14

<211> 314

<212> PRT

<213> Circovirus MAP tipo B

<400> 14

ES 2 548 145 T3

aagaagcgga
cgagcgcaag
ggagggtaat
gcagactttt
aggaacagat
tggagctcct
ggagagcggg
ccgcgggcetyg
taatgtacac
tgcagacccg
tggtgaagaa
gagactgtgt
ggcccgcagt
tgtcccagcet
tacagaacaa
atttccatat

ttaccgaaga
ctggctcgtce
ccgcctcectcee
ggcggtggac
ccceccegcetet
ctgctccecceg
taactttgta
ccataccata
agatttcact
acaaactgct
cgaccaggaa
agacccccca

tgtttctagyg
ttttaccaca
gcattttccc
cagggtgctg
tagacaggtc

ccccaaccee
aaaatacggg
gaggaaggac
aataaagtga
cagcagaata
agatctcagg
agtctggtga
gctgaacttt
gtcattgtgg
gaaaccacat
gtggttgtta
gatcgatatc
attctgatta
gtagaagctc
tccacggagg
gaaataaatt

agaagacacc
cacccccgcec
cgcaccttcg
atgatgagat
gtgccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
acccagccct
attgattact
ggaaatgtag
tacaatatcc
cttaaccctt

tggtttccag
cccaggtggce
gctcactttc
ctctgcaacg
actccgttgt

42

ataaaaggtg
atcttccaat
gaacacctca
agtggtattt
aagaatactg
gacaacggag
ccgttgcaga
tgaaagtgag
ggccacctgg
actggaaacc
ttgatgactt
cattgactgt
ccagcaatca
tttatcggag
aagggggcca
actga

gcccccgcag
accgttaccg
gatatactgt
tcaatattaa
aatactacag
gtgacagggg
cagccctcac
tctcctacca
tccaaccaaa
accacgtagg
gtgtaaccat
aa

tatgtggttt
cccacaatga
aaaagttcag
gtcaccagac
ccctgagatc

ggtgttcact
atccctattt
cctccagggg
gggtgcccge
cagtaaagaa
tgacctgtct
gcagcaccct
cgggaaaatg
gtgtggtaaa
acctagaaac
ttatggctgg
agagactaaa
gaccccgttg
gattacttcc
gttcgtcacc

ccatcttggc
ctggagaagg
caagcgaacc
tgactttctt
aataagaaag
agtgggctcc
ctatgacccc
ctcccggtac
caacaaaaga
cctcggcact
gtatgtacaa

ccgggtctgce
cgtgtacatt
ccagcccgcg
tccecgcectctce
taggagctcc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
945

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60

120
180
240
300
315



Met

Trp

Brg

Gly

Val

65

Cys

Cys

Gln

Ser

Arg

1432

Gln

Gly

Thr

Glu

Asp

225

Gly

Gln

Ela

Glu

Cys
305

<210> 15
<211> 233
<212> PRT

Fro

Val

REp

hsn

50

Lys

Hi=

Ser

aly

Gly

130

Asn

Lifs

Cys

Ty

Glu

210

Leu

Gly

Thr

Leu

Gln

290

Fro

Ser

Fhe

Len

33

Glu

Lys

Ile

Lys

Gln

11%

Ser

Phe

Brg

Gly

Trp

135

Val

Len

Thx

Fro

Tyr

275

Ser

Glu

<213> Circovirus MAP tipo B

Lyts

Thr

20

Fro

Glu

Gln

Glu

Glu

100

Arg

Leu

Arg

LEp

Lys

130

Lifs

Val

hrg

val

Leu

290

Arg

Thr

Fhe

Lifs

Leau

Ile

Gly

Thr

Lyrs

85

Gly

Ser

Val

Gly

Trp

las

Sar

Fre

Val

Len

Fro

245

Glu

Brg

Glu

Fro

ES 2548 145 T3

RSN

Asn

Ser

hryg

Phe

70

Ela

hsn

hsp

Thr

Lien

120

Lis

Lys

Fre

Ile

Cys

230

Phe

Trp

Ile

Glu

Tyr
10

Gly

Asn

Len

Thr

55

Asn

Lys

Leu

Leu

Val

135

Ala

Thr

Trp

Brg

hsp

£15

R=p

Leu

Tyr

Thr

Gly

295

Glu

Bryg

Fro

Phe

40

Fro

Lys

Gly

Leu

Ser

120

Ala

Glu

RBsn

hla

BER

200

hap

Arg

Bla

Ser

Ser

280

Gly

Ile

Ser

Ser

23

Bsp

His

Val

Thx

Met

105

Thr

Glu

Lieu

Val

hla

1385

Lifs

the

Tyr

Rrg

Ser

283

Leu

Gln

ASN

43

Gly

10

Glu

Tyr

Leu

Lys

Asp

0

Glu

Ala

Gln

Lian

His

170

Asn

Trp

Tyr

Fro

Ser

250

Thr

Val

Fhe

Tyr

Fro

Asp

Phe

Gln

Trp

15

Gln

Cys

Val

His

Lys

123

val

the

Trp

Gly

Leu

£35

Ile

Ala

Fhe

Val

Gln

Glu

Ile

Gly

a0

Tyr

Gln

Gly

Ser

PFro

140

Val

Ile

hla

Bsp

Trp

220

Thr

Leu

Val

Trp

Thr
300

Fro

Arg

Val

45

Fhe

Lien

hsn

hla

Thr

125

Val

Ser

Val

hsp

Gly

20%

Leu

Val

Ile

Fro

Lys

285

Leu

Hi=

Lys

Gly

hAla

Gly

Lys

Ero

1130

Leu

Thr

Gly

Gly

Fro

1330

Ty

Ero

Glu

Thx

Ala

270

Asn

Ser

Lys

1%

Lys

Glu

hsn

hla

Glu

25

Arg

Leu

Fhe

Lya

Fro

175

Glu

Hi=s

Trp

Thr

Ser

255

Val

Ela

Fro

Brg

Ile

Glu

Fhe

hrg

80

Tyr

Ser

Glu

Val

Met

1o

Fro

Thr

Gly

bhap

Lys

240

Asn

Glu

Thr

Fro



10

<400> 15

<210> 16
<211> 104

Mel

Ser

Arg

Leu

Fro

%)

Ero

Brg

Gln

Ehe

Ser

145

Fhe

Asn

Val

Gln

Aszn
225

<212> PRT
<213> Circovirus MAP tipo B

<400> 16

The

His

His

Ser

Ser

Frao

Ile

Gly

Val

130

Ser

Thr

Asn

hzp

Glu

210

Fhe

TyE

Leu

Arg

35

Arg

TrE

Gly

Rrg

Asp

115

Thr

Erg

Fro

Lys

His

135

Tyr

Lys

Pro
Gly

20
Tvr
Thr
Ala
Gly
Lys
100
Arg
Lys
His
Lys
Arg
180
Val

Asn

Asp

Brg

Gln

Arg

Fhe

Val

Gly

82

Val

Gly

Ala

Thr

Fro

165

Asn

Gly

Ile

Ero

Brg

Ile

Tre

Gly

Asp

10

Ser

Lips

Val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

ES 2548 145 T3

Eryg

Leu

ATy

Tyr

55

Met

han

Val

Gly

Ala

135

Thr

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

TyE

Arg

Arg

410

Thr

M=t

Pro

Glu

Ser

120

Liea

Gln

AsSp

Tre

Thr

200

Thr

Asn

Aryg

Arg

25

Lys

Val

Arg

Aryg

Phe

103

Thr

Fro

Fhe

Leu

185

Ala

Met

Pro

44

By

Rrg

Asn

Lys

Fhe

Ser

20

Trp

Ala

Tyr

Fhe

Thr

174

Arqg

Fhe

Tyr

Brg

Fra

Gly

Arg

Asn

T3

Val

Pra

Val

Azp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Arg

Trp

Ila

Thr

al

Il=

Fra

Cys

Il=

Fra

140

Tyr

Asp

E1ln

B=n

Gln
220

Hiz

Lau

Phe

45

Thr

Asn

Fha

Sap

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Arg

Wal

30

Asn

Val

Asp

zlu

Fre

114

Asp

Val

Ser

Fhe

Ala

120

Ile

Arg

Fro

15

His

Thr

Arg

Fhe

Tyr

25

Ile

Rsp

Asn

Rryg

Gln

175

Gly

Tyr

Glu

Lrg

Frao

Arg

Thr

Leu

Tvr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

1&0

Fro

Azn

hsp

Fhe
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Met Val Thr Ile Prc Pro Leu Val Ser Arg

1 5

10

Phe Arg Val Cys Lys Ile Ser Ser Pro Phe
20 25

Trp Pro His Asn Asp Val Tyr Ile Ser Leu

35 40

Phe Pro Ala His Phe Gln Lys Phe Ser Gln

50 55

Lys Arg Tyr Arg Val Leu Leu Cys Asn Gly

Gln Gln Gly Thr His Ser Ser Arg Gln Val

85

Ser Arg Ser Ser Thr Leu His Gln
100

<210> 17

<211>15

<212> PRT

<213> Circovirus MAP tipo B

<400> 17

Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile
1 5

<210> 18

<211>15

<212> PRT

<213> Circovirus MAP tipo B

<400> 18

Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser
1 5

<210>19

<211>15

<212> PRT

<213> Circovirus MAP tipo B

<400> 19

Gly Val Gly Ser Ser Ala Val Ile
1 5

<210> 20

<211>15

<212> PRT

<213> Circovirus MAP tipo B

<400> 20

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr
1 5

45

90

Trp Phe Pro

Ala

Pro

Pro

His

75

Thr

Phe

Ile

Ala

60

Gln

Pro

Thr

Thr

45

Glu

Thr

Leu

Val

Thr

30

Leu

Ile

Pro

Ser

Cys
15

Pro

Leu

Ser

Ala

Leu
95

Gly

Arg

His

Asp

Leu

80

Arg

Asn Asp Phe Leu Pro Pro Gly

10

15

Ser Ala Val Ile Leu Asp Asp

10

15

Leu Asp Asp Asn Phe Val Thr

10

15

Ala Phe Glu Asn Ser Ile Tyr

10

15
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal o policlonal que puede reconocer de manera especifica un polipéptido aislado que tiene la
secuencia SEC ID n° 17.

2. Anticuerpo monoclonal o policlonal que puede reconocer de manera especifica un polipéptido aislado que tiene la
secuencia SEC ID n° 18.

3. Anticuerpo monoclonal o policlonal que puede reconocer de manera especifica un polipéptido aislado que tiene la
secuencia SEC ID n° 19.

4. Anticuerpo monoclonal o policlonal que puede reconocer de manera especifica un polipéptido aislado que tiene la
secuencia SEC ID n° 20.

5. Anticuerpo monoclonal o policlonal de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado porque se
trata de un anticuerpo monoclonal.

6. Procedimiento de deteccion y/o identificacion de un circovirus MAP de tipo B en una muestra biologica,
caracterizado porque comprende la puesta en contacto de la muestra bioldégica con un anticuerpo monoclonal o
policlonal de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5 y la deteccién de los complejos antigeno-anticuerpo
eventualmente formados.

7. Kit o estuche de deteccién y/o identificacion de un circovirus MAP de tipo B en una muestra bioldgica, que
comprende:

a) un anticuerpo monoclonal o policlonal de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5,
b) un reactivo para la constitucion de un medio adecuado para la realizacién de una reaccion antigénica.

46
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Let Alo Zep Arg Qvs g Led Thre Log Ser &ns
Trp arg Yol Glu &la &la sita Al ¥OATG Lys Arg Ut His

Gly Ale Cvd Lys Fra Lau ®

Leu fvs
Tep Ala

- 1o AT T R & e i T o .
o oLed Mol Ghu Ato Al Asp The Fha Ile 4y Leu

THE TCG CLT Gad ood G0

r
¥OOG00 GTC 6TG GAG CCG TCG CAG 7VOa (5T TTa £G4 T
ig 27 36 4% 54
GCA CYT CGG &0 OG0 CAG CAC CTC GGT AGC QTC AGT Gea

)
=

AAT HUC AAG
©hia Les frg Gin His tzu Gly Sar val Sae §lu As

: H
; 7z His Fhe Glvy b S 1y L’ Ala Ale Sar Yal Lys Mot
Gl Arg The Sor alo o Gin Arg Glp #9398 Lwg

Ser Phe Arg Gly ala Val Gly Tyr Ser Thr Pro Thr **% Gly *=* Tyr Asp Lys
Leu Phe Ala Ala Arg Leu Gly Met Leu Pro Pre His Glu {ly Lys Ile Ile Arg
Leu Phe Pro Qly Cys Gly Trp Leu Leu His Thr Asn Val Arg Leu Leu Gly

OFY

CGUT GGG TGT TGO 20T ATY 7O Cal oA CAA GTS CCA ATYT ATT AGG
7Z 83 34 '3
i OO0 GCA 8l LA Tan Gal 074 © TAMA TAA TCC
Gin Glu Lys Arg Pro 2le Thr Pro *%*% Giu val Gly i

s Lys her Gly Pra Gin Pro His Lys drg Trp Val Phe The Led bso &sn Pro

Arg bys Alo Alo Arg Asn PFro fle srg Oly Gly {ys Ser Pro Lau Ile fig Ley

(A8 GAA

Prg wEE EER fan

Areg Pro Pro o Sar Pha Lvs
Lhw
Giu Ser

AAG

#he vol Pro Al& Glu Leuw Arg Lly Lys GIn
g Law Les Phe Yol Fhe Tye Pro Le ¥i o Tep Asp Gly Lvs Lvs
: Jer Phe Phe Leu (lg Arg Giy Iias Glu hﬂg
PTT GTT TTM TGC CCT C4a ARG TT4 GAu \Cﬁ
Pz 135 144 B3
sha Ths AKTY Ié GEA GIT VOO AAT (T O TYY ThA rr

{F Loy CTT

bay

N i
A GUA GAR Af
iy Gily GQlu Lys asn Tor Giy Al See Asn Leda Pro Fhe *%% {ay

¢ bvs Az Lvs Fle Arg Slu Lew Pro o lle Ser ley Phe Asp Tvﬁ
g Arg Lys Tnr Lyg Tye Gly Ser Phe $ir Ser Pro Phe Lay Itz lig

Oin Lys His Arg Fro Law Ass Fra e
i $ Thr flg beu Pha o
Gin Fro Ser Sor

Fro Fye fhe Ola Glu Oly Gly Pro The
The %er Sar bdrg val Glu Leu #ro
Pro Lea Yol Gly *2% Arg Trp Prg

AAA ACA RAT AUC GOV CCT T Ase 0T FIT OO0 A% TYL AGG AGY GGA ﬂﬂ‘ CCC
1L 186 139 148 T 218
TYGOTED {Gﬁ GUA AGL TTT QLA AGE GOC 7aAg A& TOO V04 {7 {Ca &4
P1e Cys Leu Trp hrg uly Arg Phe Gly Arg Gly *#* Asn Ser Ser Pro Pro Gly
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His Leu Gln Gly Phe Ahis Asn Phe Val Lys Lys Oln Thr Phe Asn Lys Val Lys

FIGURA 8

61



ES 2 548 145 T3

Prer Tle Gln Thr Gly Ale Ala Val Asp Leuw Phe &rg Phe Ser Oys Tls Leu Lew
Hiz Tyr Lys Pro &Ala Ayg Glm Trp Met Ser Fhe ala Phe Pro Val Ser v Qye
Thy Thy Asn Pro His Gly Ser Gly Cve Arg Ser lLeu Ser Leau Phe Leu Asp Ala

TOA QA TRA OACC A GGG CGA CGG TGT AGC TCT TTC 30T TTIC O TAL NG
279 288 297 306 324
AGT GGT ATT TGG GG O0U GO GCC ACA TUG AGA ARG TGA ARG ATC RGO

Sew

Tle Top Vel Poo Ala Ala The Ser hrg Lvs Axg Lys Glu Gln Tla Ser
Ly Dys Pro Leu Pro Hiz axyg Glu Ssr Glu Arg Asn Arg Ser Ala
Trp Tyr Lew Gly Ris Ary COvs His Ile Gla Lys &la Lys Gly Thy Asp Gln Gin

5

i

Tle Phe Phe Yal Als The Phe Phe Ala Val %% (ln Hiz Leu Thr Ber Ser Avg
Phe et Sar Ovr Glo Loy Lew Sor Fro Leu Lys Sey Ilz Ser His Fro Ala Gly
Ser Tyr Leu Ile Ser Oys Tyr Leu Lew Ovs Sor Val Sew Pro Thw His Lew Glu

TOT TAT TTC TTA TR CGT CAT TT0 TWC OGT TGA ATG ACT AZC TCA CAC CIC GAG
333 342 331 264 EhE 378

T GIG GAG CTC

AGH ATR BAS ANT AOT 005 OTA AXS AAG GCA AT TAC MGA TGG A

¢ i

L

brg Tle Iass Asn Thr Ala Val Lys Lys Ala Thr Tyy ** Tip Ssr Vel Glu Leu
Gl *¥F Apg Tle Leu Gl vt Zrg Arg Slo Leuw The dsp Sly Val Trp Ser Ser
Aon Fore Gl Tyr Oys Ser Lym Glu Gy Asn Leu Lee Met Glu Cys Gly Ala Pro

Ser Arg Leu Ssr Leu Fro The Val 8in Axg Ser Ser His Thr Gly Gin Gl Leu
Leu Aszp **Y Pro Ovs Arg Leu Ser Arg aszp Val Ala Thr Leu Val Iss hsn Say
v Tle Glu Pro Val Val Ser His Gly The % Gla Gl Ser Tyy &g Thy Pre
GHRT OTR GBS TOC OIS TIO OUT CAC TGG ACA GAT GAC GAD AT ORT 40A ADA ACC

i87 386 : 405 414 423 432
CTa Gal 70 AGG GAC AAD GGA GTG ACC TGT CTA CIG o005 TGA GTA CCOT TET 166G

- R e e e e i s e e e mias e mama mmecis moem

Len Asp Leu Arg Asp Asn Gly Val Thr Cys Leu Leu Leu **¥ Val Pro Jyvs Tap
*e*x Jla Ser Gly Thr Thr Glu *** PFro Val Tyr Cys Cys Glu Tyr leu val Gly
Arg Ser Glin Gly Gln Arg Ser Asp Leu Ser Thr Ala Val Ser Thr Isew Leu 2lu

Ala Pro Thr Gln His Gly dsn Cys [eu Leu Val Arg Tyr Arg Lys Asp Ser Ile
Leu Pro Leu Arg Thr vVal Thr Ala Ser Cys Cys Gly Thr Val Asn Thr Leu Phe
Ser Arg Ser Asp Pro Ser Avyg Gln Leu Ala Ala Gly Gln Leu Thy @ln *** rhe

TOTCOT CCT CAG ACC ACT GGC AMC GTIC TCG TCG TGG GRI AT GIA ARC AGT CTT
440 480 453 468 477 486
AGA GLG GGA CTC TGG TGa CCG TTG CAG AGC AGC A0 OTG TaA UGET TG TUA GAA

ey Mla Gly Val Trp %% Pro Leu GIn Ser Ser Thr Leuw %% arg Le Ser Glu
Glu Arg Glu Ser Gly Asp Arg Cys Arg Ala Ala Fro Ovs Asn Val Cys Gln Lys

Ser Gly SBer Lew val Thr Val Ala Glu Glin His Pro Val Thr Fhe Val Arg hsn

Gluy Ala Pre 4ln Ser The Lys In Phe His Ala Pro Phe His Tau Leu Thr Tle
Lys arg Pro Ser Als 3Ser Sar Lys Fhe Thr Lew Pro Phe Ile Oys Fhe Ang Sar
Asn Gly Arg Ala Pro @ln Val Lvs Ser Leu Ser Arg Ser Phe ala Sey Al His
Takh AGG CGC CCG ACC Al 7006 AAR ACTT TITC ACT OGC CCT TTT ACG TCT TCG CAC
495 S04 513 522 331 540
ATT TCC S0C GGC TGS TG ART TUT TGA ARG TGA GCG GGA AAR TGC AGA AGC GIG

Tie Ser Ala Gly Trp lew ZAsn Phe #%*% Lys *** als Gly Liys Oys Arg Ser Val
Bhe Pro fag Ala Fly *** Tho fhe Glu Ser Glu Arg 4lu ssn Als Glu Ala *%*
he Arg Oy Deu Ala 8lu Leu Leu lys Val Sar Sly laa Met Gln Lys Arg Asp
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Pro Leu Ser Ile Tyr Val Asp Asn His Pro Trp Arg Pro Thr Thy Fhe Ala Phe
@ln Phe Val Leu Thr Cys Thr Met Thr Pro Gly Gly Pro His Pro Leu Leu Leu
dsn Ser Ser *** His Val Arg *** Gln Pro Ala Val Gln Thr His Tyr Phe Cys

Tak OUT TOT GAY TAC A’""ff T AGT AAC ACC OG OMG GhC CCA CAC CAT TTT CGT

[A
345 Ghy 5467 5iG 345 334
ATT GGA AGHA CTA BTG TaC ACG BIA TG TE: GG (AL O3 GGT OTG GTa AAA GCA

Tle Gly Arvg Leuw Meb Ty Tha Ser Leu Trp Sly Hiz Lew @y Val Val Lys Als
Leny Glu Agp *% Oys The Arg His Oyves Gly ala Thy Typ Val Trp %% Lys Gin
Tep Lys The Asn Val His Wal ls Val Gly Bro Pro Gly Uvs Gly Lys Ser Lys

Fro Ber Szr Ile Lys Cys Val Arg Fhe Cly Cys Val "‘ro Fhe "rp Axg Ssp Val

Hiz Ala ale Lev Lys Ala Ser Gly Ser Val Val fyr Gin FThe Gly Gly Lau Phe
Tle Pro Gin *** hsn Sln Lov Sly Bro Phe Trp Met 8sv Ser Val Vel %Y Phe
TIA OO0 GAC GRT TAA BRT OTC TSE OO0 TTE OGT OTA TR O0F TG QI GAT OT1

603 817 521 530 535 e4d
PO OOTA RTT TG SRG ARC OG0 AAA QX CRD OADT GRAOAAL TAD OTA GAA

AAT

Asn (s Lau Lew Tle Zew Gln Thy Arg Lys Dre His Thy Asn His Lew Glu
Bk :1\) Cya %% Pha g Arg Pro SGly Asn His o Lou Glu Tho Thy S6% Lys
Trp Alas Ala Asn Bhe Ala sy Pro Gl The Thy Tyr Top Las Pro Pro Arg Asn

feuw Fro Pre Ile Thr Yal Met Thr Phe Fhe His Asn Asn Asn Ile Vel Lys Ile
Lew His Hisz Ssi ey 9% Top Pro Ser Ser Thy The Thy lle Ser Serp Lys %%*
Cva he The Pro His Asn Gly His His Leu Leuw Pro Glom "vv Gl His Sar Lvs

TGT TCA CCA 000 TAC ORA TUG TALD Cal 'FIT TIU ACC AAT ART AAD TAT TOA AdA
857 £66 8§75 {115 t:?E 732
RIAOAGT GIT GGG ATSG GIT RO ATSE 5T 3aG ARG TG TIG TTA TG ATG ADT TTT

Thr Sar Gly Gly Mek Val Thr Met Val Iys las Trp leu et Meb Thr Phe
Sle Val val Gy Typ Lew Pro Ty *** Axg Sar Gly Ovas Tyr ¥¥% 7% ey Lau
T Top Trp Asp Gly Tyr His Gly Glu SGlu Val Val Val Ils Asp Asp Fhe Tyy

Ala Pro Gln (.ly Pro Ils Ile #* Gin Serx Gln Thr iz Ser Ile Trp Gln Ser
o Gin Ser Gly Gln Ser Ser Arg Ser Les Ser His Ser Arg Tyy Gy Asn Wal
Ser Als Ria Ang Fro His Asp Val Ssr Val The His Asp Ile Asp Meb Ser

TRGOCGA OO0 ACG GGA QOO TaAD TRG ATS ACT OTn ACA CAC TG OTA TaG GTH
T1y FAL 1eu TaE FE
ATG GCT GGC TGO C‘C..‘(I' wﬁ' ATG KIT TAC TGA GAT TCT CTG ATC GRT &TC

f=ae Alga, Gly C}l:a Pro Gw £ .a‘yv" xHE &‘Eag:.r Cﬂf& Ifw‘ hup Ihe His %%
Tep Leas: hla Als Leo G]_{ sew ger Thr Glu Thr Val ha Ser Tle "iez‘ Tie hep
Glyv Trp Lea Pro Trp Asp Asp Leu Lea Aoy Lew Oys Asp Avg Tyr #vo Leu Thy
Ty Lend Ser Fhe Thy Sey Ser Ty Arc;; Lyvs Gin Gly Ads Thy ABzn Gln Asn Gly
Thr Ser Val Leu Pro Pro Val Thy Gly Lvs lys ala Arg Leu {le &rxg [ie Wal

Gin Lew Ssrovvv L T Sin val lys Lys Fro Gly Cyvs Dyr Glu Ser *4*

GRC RTC TO7 GAT IO CAC OPT GAC RIG GRA ARA ATT GGG CED CAT AAG RIT ART

=3 TG B3 Y EoL B0
CTC TAG RGEA CTA ANY GTC GRA CTD TAL OTT TIT TCG 0T CCA OTh TN TGA Tha

Leu “** Arg Leu Lys Val Glu. L Tyr L.e,u Phe Trp "ﬂw Ala Val Phe Y Leu
Cys Arg Asp *** Ary Trp Asn Cys Thr Phe Fhe Gly Pro Sle Tyvr Ser Asg Tve
val Glu Thr Lyvs Gly Gly Thr Val Pro Fhe leu 2%a Armg Ser Ils Lev Il Thry
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Phie Pro Val Gy v Ser Ser
L Gl .an Sex Hin Yal Ala Thy

Gly ihr fro Ils Gin Gin

PGEE GCA ALC TTA
¥y :
COC @Y TG aar G(_-}“ ACT OO (CAA NG TG TIT

SO QoA

Froo Ala Tle Avg Pro Brg Trp Asn Giy Thy Pro Gln Lat Lewl Ser Gln Loy *4F
Gln Slo Ser Asp Pro Val uly Man Val Leu Leu Asn Cys Uys Pro Sar Oys Arg
Ser Asn Gln Thr Pro Leu Slu Trp Tyr Ssr Ssr Thr ala Val Pra Ala val A

Ser e Ile Pro o f\sn u-..lf' G Y G n Tyr Lys Pro Leu Ils Ser Cys The Leu
Blen Aroy *RE Ruwy i o Gln Phe Fhae &Rla val Sar Ovs
Leu Slu Lys Asp Ser Ser ovF Lys ’ﬁxg Pm Ile 1ys Ser Ser Hig %% Lay Val
TIS GAG AAA TAG COT CO7 AAT GAR GGA ACC ATA AAA OUT ICT TAC GAT GIC TTG
873 88z 821 500 S8 918
ABG DTS T ONTO GGA GEA TTA OTT OOT TGG TAT TTT GGA AGA ATG IR CAG AMC

lys Leu Phe Tle Gly Gly Leu Lew Bro Trp Tyr Phe et Leu Gln Asn
woEis Lesay G.;..J c i {*yc: T™vr Arg Thr
lws Asn Ala Thr Glu Gln

Ala Leu Tyr Arg Arg Yle Thr Ser Lou. ‘m}.

Gly Arg Lew FThe Pro Ala Leu Slu Asp Sly Lys Gly Gly Top Ala Avg Phe lys
Aep Val Ser Sy Pro Pro Trp Asn Thr Val Arg Glu Cuf Gily His Gly Ser Aan
ITle Tro Poo Puo leu Bro Gly They :‘-’L s; e Glv Lors Gly 31y Met Sly Glo fis

TTh GET GO TCC TG 00 GGG TCA ;mC AET GGG ORAR GGG GGG GTA OGG GAT TIA

327 B35 245 954 362 g72

AT TR OGS A AAG X GO0 BLT OTOO TCA OO MTT Q00 CCC LR G TG AAT

Asn Pro Brg Arg Lyvs Oly Ala Ser Sey Sov Pro Phe Poo Pro His Ala Lew Ban
Ile iiz Gly Gly Aoy Oly Pro Val Arg His Pro Phe Pro Poo Maet Pro #** Lle
Sew The Glu Glu oly Gly Sln Phe Val Thy Leu Ser Pro Pro Cys Pro Glu EBhe

e Tle Phe Tyr Ile Val Ssr Asp Lys Lys Asp Ser Arg Leu Pro Lag e wee
Giy Tyr Ser Ile Phe v Gln The Lyes Las Ile Val Glu Tyr His Asn Iys Asn
Sl Meb Hiz Phe Lewt Asa Ser Lew Bryg Lys *¥0 %% Jam Thy Ile Thr Lys Ils

AAG GTA TAC TTT ATT TaA TG CU0 AGE ARA ART AGT GAA OUA TRA OUK 334
981 485 e 1508 Loy
TTC CAT ATS AdAA TAA ATT ADT GAG TCT TUT TTA MR CUT COT AT S67 TTT T
Phe His Mab Iy *4&% Ele v Gla Ser Phe Leu Ser Leu Axyg #fsn Gly Phe ’1‘3;1‘
Saw Tle *r* hap Lys Leuw Leu Ser Leu Phe Tyr His Phe Val Met Val Pha Ile
Pro Tve Gilu Ile den Tyr #¥* Val Fhe Phe Ils Thy Ser **% Trp Fhs Lo Leuw

Gli Asn Leu Thr lew Hiz Pro Thre Lys Leu Tle Leu Asn 3ila Ser Asn Tvr Met
Aun Mez Lew Pre v Thy Pro Bro Arg 4%* Dhe *vr Ile Arg Gln Tle The Cys
Tle *®* *%% Tyg Asn Leu Pro ?Lu A L“ Phe Asa F?:;-e: Glu Agg Phe Gin val

—

TR BGT ORRT TOC CAA TTC ACC CCC CAG AAA TIT TAA TTT ARG aGh UL RAD AIG

1025 1044 1053 L0e2 1071 1680

TAT TCA TEA AGG GTT AAG TGG GGG GTC T AAA AT ARR TIC TOT GAx TIC TAC
Tvr Ser Lew Arg Val Lays Trp Gly Val P‘*}e lws Tle lys Fhe Ser Glu Lau f;‘w-
Ile His **% 3ly len fSer Gly Gly Ser Leu Lys Lew Bsn Sex Leu asn Cys Thr

Fhie Tie Dys SLy %Y Vgl Gly Gly Leuw *** dsn *** Ile Leu **F Tle Val His
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Dye Pra *** Val Ber Ile The Aso Avg Wy Thr Tyr Vel Thy Ly Sar Aoy Tea
r Oln Tle {‘hxr Pm }kn: Tie Tyt

iy “”’ Gl

si?‘l

Ters By Val Ovs
;y* Iiw : Fhe c‘-\}ca.
GRCOCAL AT NTA
! 1316

COCTG GTC A TAT ATT BT TN GAA CGC

Val His Asn Ovs Pro Tyr
T Mat Ty Val Arg Tle
TRY TR OO BIG TGO OTa

PRI 1638
ETA AT GGT TAD ADG GAT

Iie Hia "}l" Ty Thr Asp Ile Val PFhe Leu Val Val ‘Tyr Thr Val Fhe 08lu oy
. I’i}. Arg Ile Leu Tyr Ser Trp Ber Tyr Ile ifeu Phe Ser Rosn Ala
'I'rp va Hizm Gly Tyr Gys Ile Pro Gly Arg Tle Tyv Ove She fog hy Gin

Ala Ber Ala " Thy Thy v** Mat Glu Leu Leu Lys Pyy Asp **¢ Qly Ovs Ser
Hig Arg Pro Avg Axg Pro Aoy Ove Lys Trp Oys Asc Thy Thr Clu Ala Val Ala
Thi \,ly Lani Gly Val His Bsp Val Ran :“.:ly ala Thr Gin Leu hryg Leu Trp Lou
ToA GG CTC CGG ATG CAC OAG ATG TAA AGG TCG TCA AAC ATC AGA GUC 40T oIT
1143 1152 1161 1170 1179 1188
ACT GCC GAG GOC TAC GTG 070 TRAC ATT TCC AGC AGT TG TAS TCT CAG OUA A
fer ale lu Ala Tyr Val ”ﬁ] Ty I,_e Qar Ser Sar Lew ¥4 Zer 8ln froe Gln
Val Pro Arg Pro Thr Trp Ser The Fhe Pro Ala val Cvs Ser lou Ser His Ser
Cvs Aoy Sly Leuw Arg Ghy Leuw Hig Phe 8in Gln Phe Val Val Ssa 2la The Ala

Thr Slu Iss The Thre Sln Asn Ser The Zis Lew Leu Sor Tia *** Zar leu Asn
Pro Lys Lys Gln Gin Lys Thy Pro Best Les: ™~ Ty His Fhe g Fro Ovs Thr
Clr A=mn Axg lors Asn fsn Fro Sln Fhe Tyr dsg Ile The rhe fsp Lau val Pro
GAL AR AR RAA CAR CRA BIC BRC OTT CAT OCTAG CTTA CTCA OTF TRAG ATC OT0 0K
Liay 1zng 1218 1224 1233 124z
OO G WO T OGP TGS TIG LA GTA ?'.'I"" AXT ROT GRA ATC TRS GAC AGG
Lau Val Ser Phe Val Top Laal Gl Yal Tle Asn Ser Slu The % Zme Arey
Trp Fhs Lew Leu Leu Phe Gly Wrp Lys ** Sar Tle Val lLys Ser hrg Thr oy
Gly Fhe the Cyv f“yv Leu Wal Gly S2r heno Gln vov *#% Age Taa Glvy Gln Val

P Pro Lew Thr Gly Ero Shry Thy S0 Sed BPro Ser Pro ¥5% Pro Iis Ala Poo
Gin Pro Tyvr Leu Val Proo L-.n Pr": Tama Loy Ly » Asn His Tvr Fro ¥ro
Lys Pro Why Phe yr brg Hig Tyy Sar ¥he Pro Gin Yhr Ii_sa "'m Him Ay

AAN CCC CCA TIT CAT GGC CCOT CAQ AT 0T O CfC GAL DA ATA L TR SVET

1251 1260 1469 137 1287 1E38

T GGG GOT AAA GTA CCG GGA (TG (A A 4hs ("}O XD GOT CTRT G\}T SIS

Prug Gly | ly Lys Val Peo Cly Vel Vel Gly Glu Gl'\g Téns Gly Tve C" Yy Meb “].J.
Lenp Gly Yal iys Tyr Arg Glu Wre *** Glu s Gly i‘*‘p Val Meit Val Trp Avg
T Gily *%F Bor Thr Gly Ser Gly Arg fry Arg ala Glv Lau Top Tyr Giy Gly

s
Pro Thr Thr “** Mehb Pro Thyr Mab Pro Ser Pro Gln Fro mc; "‘11’1 ey Temy Thy
Iew Leu Leu Lys Oys Leu Pro %Y Loy His Foo Sey His Sly i i L
Ser Ser Tvr Azn Val Tvr P?'q. HEr ”“;,"r T’u Levw Ala Thr Ala I.-ys 7&‘-"19

oy OO On ChE ATS T?«T CC‘.‘C C.c"x.u TAT CCA 0T J0C ACA OO0 GAA ACA /YC ‘I"*.‘
1305 i 33.4 ; LIBG

ST

Sl LYy VT T
GGA &hd GFR GTT TAC

TEDOTAC Abn

Gl_‘f Giy w.}.. Val Tyr Ile Gly Val Ile GLv I ]L\ ulv Gly Laws C"\;*
Glo Gl #9 Fhe Thy #*%F uly ey FRRF Yal hrg Ala Vel Ale Fhe Val Fa
Arg Sev Sar I Bis fAog Ghy *;-iies- Brgp ¥ Gy Leu Tro Pro Leu Lew Gln Sar

FIGURA 8 (continuacién 4)

65



ES 2 548 145 T3

Ile Mot *%% Phe i I.,e*.u Val Pro Ala Trp clu Gly Thy Val hrg Pro Ser Aryg
wrx o owwm vy Pna e Oy Gly Ber Gly Glan **% Gly Yro His Asp

Aan hag Aup Leu - Gly Wal f‘{w By 3‘«.53{: Gly Gln Thy Ile
AL CTTAL TR ORTT CGG GTG RGG GGA CAG TGG il U4 TR
L35a 1358 1386 1385 Land
GUT RIS ARC Ths ARYT AL AGC GCC CQAC TCC CCT GTC ACC OTG GGT GAT
Tle *** hon fsn Sey 'lhh Gly ale His Seor Pro Val Thr Teuw Gly Asp

lav Ser Ser Lys Zle Thr Ala Leu Glu Fro Thy Pro feu Sar Pro Trp Val Ile
™y Hiz Leu Lys %Y 3ln Hiz Trp Ser Pro Lea Pro Oys His Pro Gly #%% Ser

Pro Ala Pro Gly Ser Asn Leu Arg lLeu
Pro Leu Leu Ala Leu Ile *** Gly *-- Iae Lys aso Gin Leow Tle **% Leu
Pro Ser Cys Pro 'I‘zp Phe Glu Val I..ys d Lys Arg ile Arg ’I‘yr T;wr Zly Pha

Ary Gla *** Glu Thr Thr Asn Leu Fro

GOD CCT CGT CCC GG‘I‘ C‘I‘I‘ AAG T}:"“ Gas TG QAL RGR ATA AGM Ch‘“ CA‘L‘ AAG TTT
1413 1422 a1y 1440 1449 1458
CGG GGA GCA GGG CCA GAA TTC AaZ CTT RARL OTD T TRY TUT DA GTA TTC AAA

Ary Glv Ala Gly P 11.. Phe Asn Lay Aan beu Zer Ty Ser Val Val P19 Yo
Gly Glu Gin Gly & J’m Esn Sar Thwy Lew Thy Phe Lew Iie Leu *5% Tyr Sor Ly
Gly Ser Avg Ala Axg Ils Gin Pro *** Tre Phs Leu Phe Ovs Ber Ile Sln Axg

Cyg Lel Ala Pro Thy Gln Gly Gly Gl Gin Pre Fhe Fhe Thy Mat leu Lis Seyr
dla Qws Lasy Pro Prg s Val Gly Arg brg Pro Zer Ser Lag %% F%% Pyep GL
Fro Val Ser Axg Pro Bsn Ser Gly Gly Sy Pro Poo Lew PBhe Asp ken Ile Asn

COC 76 10T 50 CCC CAd ROT GGG :_ 3 DO ORGOTRA TTHR TAA
1487 1474 148L 1203 13Lz2
I CRC OAER GOG G353 GTT TGA 00 CCC TCC ARA GTC AT ART ATV

Gly Mis Rryg &la Gly Wal #%% Dep DPeo Bar Tep iy Lye Lys VYal Ils hsa ,.]ﬂ
Aly Thar ﬁlh Fre Gy Phe Asp Fro Pod Poo Gly Gly Aoy Lvs Ser fou Ile leuw
Es.la Gln S2r Gly Gly Leu Thor Bro Lau Deu 3ly Sloa Glu Sap Hig #%% Tyrp #6*

Agp *%% rws Thr Trp Arg Gly Pro Pro Arg Glu Ser Gln Pro Glu Ser Ser Leu
Ile Glu Asp His Gly Gly Gly Leu Leu Ala Asn Gln Ser His Asn Ala Gln Cys
FPhe Arg Met Mebt Asp Val Ala Trp Ser Pro Thr Arg Val 'I'hr 'I‘hr Arg Lys Val

TTT AGR OTA GTa TG GWL GCG 40T COT CU0 3Ia A UG AUA CTA ACGC GAA CTG

1821 1530 183G 154¥% 1.555'? 1566
38R TUT ORY \.AT GTC CAT CGT O{n GGA GGG CGI‘ TOT GAC TGT GGT TCG CTT GAC

2in Sey His His ~fesl His Arg Pao Gly Oy Arq %’:‘Jr Asp Cyvs Gly Ser Leu Rop
Asnt e Tla Met Zer thr Ala Gln Glu Gly Vai Leu Thr Val val Axyy Iesa Thao
Tle Sery Jer Cysz Pro Fro Pro Arg Arg ala Phe % Leu Trp Phe Als %%+ Gin

Ile Asp Bar ?“u Bla Pro Ser 2la Proe Thr Ser Beo Ala Feb Lvg Gly CGlua Gly
Tvr Ile Arg feu Hiz Poo lea Fro Pro His Slo Lew His e Lys Gin Lye Sl
Thr Tvr Sly Fhs l‘hr Arg Ser Lens Ary Thy Asn 33’"15* Il Gly Asn las Aoy Aryg

TCROCPAT BEHE OTT OUA {?(,(j AT T OO0 COh TAR ”"IT ra Ci’"ﬂ TRA RAA TBGR AGK

1575 1ngg 1553 16802 161% 14820
ALY ATE TOC GAA GGT GG QGR GRG GUG GET GTT ek GAT GOT RTR YU OO TRIT
Ser Ile Ser (3.5.‘.,1 Gly ala f,p,r Giu Ala Tly Val Glu Agp Ala Ile Fhe Pro Eer

Val Tyr Poo Lys Val fog Slo Arg Ayg Val Lew lys Met Pro Fhe The Lev Lew
Tyr Tle Arg Avg Cvs Gly Brg Gly Gy Ows *¥%% Avg (s His Phe Sev Phe Ser

FIGURA 8 (continuacién 5)

66



ES 2 548 145 T3

Ala Thr Val Thr Ala Pro Thr Ser Sex Gly Pro Ala Ala Ala Ser Ser Aryg Ala
Leu Pre Leu Pro Pro Pro Pro Pro Arg Ala Leu Proc Pro Pro Pro Pro Asp Pro

Trp Axrg Tyr Arg His Arg Pro His val Leu Trp Pro Arg Arg Arg Leu Tls Gln

GGT CGC CAT TGC CAC COGC OO0 Jha NG o0 GGT 000 Q6C CGC O6o OFC GAal

1629 1638 LGAT 1555 1685 LE74

Gk GCG GTA ACG GIG GLG GGG oMy GRI Gals Uk Q03 GCG GCG Hi: GAG GAT JTIG

Pro Ala Val "o Val bla Gly ¥al fep SGla Pro fly Ala kle Ala (lu Asp i=u
o

Tre brg Gly Trp Thr ser Gln Gly arg drg Ay brg Ile Trp

Gly Gly Gy Gly Arg Ala fry Gly Gly Gly Sly Gly ser Gly

Gin Arg **% Arg
Soy Gly Ao Gly

Leu Ile Ala Ala Pro Ala Thr Asp Glu Glu Glu Thr Val Gly Gly Gln Ile Arg
Trp Ser Pro Gln Pro Pro Pro Thr Lys Lys Lys Pro Leu Ala Glu Lys Ser Val

Gly

s
i1

e

&la

Leu His
TR TRT

1883
BAG ATS

bvs et

Ser

arg Pro

Seum
R

1882

- GG GGG

ala Gly

Arg
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ALa

His arg
LR
17CL
"o
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el

A

GTG

P
Zes

Arg
NG
WL

Gy

Arg Arg
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RGR AGC CAT
i

T TCG

TEC GGA
R
BOG CCT

The

3TA

Yal Bro

v

Sy Ser

Arg Pro 'Tyr

RCC OTAT
1729
TGGE ATA

oA
o

fre

Tep Tla

Fro Arg Trp Leu Arg Oly Avg Ovs Leu Leuw Leu Amy %% Arg Leu Leu Glv Tvw
Gin Agp Sy Ovs Gly Gly Gly Val Phe Phe Phe Sly Aosn Ma Sar leu Asg Thy
5% Tle Sin Phe Avg The Fhe His Ala Ther Leu Ile

Bep Tyr Avg Phe Val The Ser Thr Ryy Gln Leu Tyy

Fhy Hen Asp fer The Sey Leuw Leu Bla Saor Tyr The Asn
GUAOGTA CTRE ACT TTT GUT 990 TTC ACG CGA ORT TCA Thr Y
17937 1746 1FER 1764
CGET CAT ATC M3A AAA 3A ARG ARG T 0T GTH AL ATT 3

fxo His Ile %% Lys Arg Livs Iys Ovs Ala Val Ser Ils
Val Yle Ser Glu Asn Glu Arg Ser Bia Leu YvY WUal
Ser Tyo Teu Lys Tho Lws Glu Vel Arg Ovs Livs Tyr
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