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DESCRIPCION
Vacuna de poxvirus recombinante contra el circovirus porcino

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencidn se refiere a composiciones que son inmunolégicas, inmunogénicas o composiciones
de vacunas y/o confieren inmunidad protectora contra la infeccion por PCV2. La presente invencion se refiere
ademas a las utilizaciones de dichas composiciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El sindrome del desmedro multisistémico post-destete (PMWS) es una enfermedad recientemente reconocida
de los cerdos jovenes. El PMWS se caracteriza clinicamente por una pérdida progresiva de peso y otros sintomas,
tales como taquipnea, sipnea e ictericia. Patolégicamente, se han observado infiltrados linfociticos y
granulomatosos, linfadenopatia y, mas raramente, hepatitis y nefritis linfociticas y granulomatosas (Clark, 1997;
Harding. 1997).

[0003] Esta enfermedad se ha descrito en diferentes paises europeos, asi como en Norteamérica. El tratamiento y la
prevencion de esta enfermedad no estan actualmente disponibles.

[0004] Varias lineas de evidencia apuntan hacia el circovirus porcino como el agente etiolégico de PMWS (Ellis et
al., 1998). Se han recuperado circovirus de credos con PMWS, y se han mostrado anticuerpos para circovirus
porcino en cerdos con la enfermedad.

[0005] Los circovirus son virus de ADN circular monocatenario que se encuentran en una gama de especies de
animales y plantas. El circovirus porcino se aislé originalmente como un contaminante de una linea continua de rifién
de cerdo. El aislado del cultivo celular se ha designado como PK-15 (Meehan et al., 1997). Mas recientemente, el
circovirus porcino obtenido de cerdos con PMWS se ha comparado con PK-15. Dichos virus difieren sustancialmente
de PK-15 a nivel de secuencia de nucledtidos y proteinas y se han designado como PCV2 (Meehan et al., 1998;
Hamel et al., 1998).

[0006] Se han identificado hasta trece marcos de lectura abiertos (ORF) en el genoma de PCV2 (COL1 a COL13 en
la solicitud de patente francesa 98 03707). Cuatro de estos ORF comparten una homologia sustancial con los ORF
analogos en el genoma de PK-15. ORFI (Meehan et al., 1998; correspondiente a COL4 en la solicitud de patente
francesa 98 03707), que comprende los nucleétidos 398-1342 (GenBank numero de acceso AF055392), tiene el
potencial de codificar una proteina con un peso molecular previsto de 37,7 kD. ORF2 (Meehan et al., 1998;
correspondiente a COL13 en la solicitud de patente francesa 98 03707) que comprende los nucledtidos 1381-1768
unidos a 1-314 (GenBank nimero de acceso AF055392), puede codificar una proteina con un peso molecular
previsto de 27,8 kD. ORF3 (Meehan et al., 1998; correspondiente a COL7 en la solicitud de patente francesa 98
03707), que comprende los nucledtidos 1018-704 (GenBank numero de acceso AF055392), puede codificar una
proteina con un peso molecular previsto de 11,9 kD. ORF4 (Meehan et al., 1998; correspondiente a COL10 en la
solicitud de patente francesa 98 03707), que comprende los nucleétidos 912-733 (GenBank numero de acceso
AF055392), puede codificar una proteina con un peso molecular previsto de 6,5 kD.

[0007] ORF1 de PCV2 es altamente homologo (identidad del 86%) con el ORF1 del aislado de PK-15 (Meehan et
al., 1998). La proteina ORF1 de PK-15 se ha caracterizado parcialmente (Meehan et al., 1997; Mankertz et al.,
1998a). Se sabe que es esencial para la replicacion de virus y esta probablemente implicado en la replicacion del
ADN viral.

[0008] La identidad en la secuencia de proteinas entre los ORF2 respectivos fue inferior (identidad del 66%) que la
de los ORF1, pero cada uno de los ORF2 compartia una regién N-terminal basica altamente conservada, similar a la
observada en la regién N-terminal de la proteina estructural principal del virus de la anemia de pollito (CAV) del
circovirus aviar (Meehan et al., 1998). Recientemente, Mankertz et al. (1998b) ha sugerido que el ORF2 del aislado
de PK-15 (designado ORF1 en Mankertz et al., 1998b) codifica una proteina de la capside.

[0009] Se observaron mayores diferencias entre los respectivos ORF3 y ORF4 del aislado de PK-15 y PCV2- En
cada caso, hubo una delecion de la regiéon C-terminal de ORF4 y ORF3 de PCV2 en comparacién con el
correspondiente ORF presente en el genoma del aislado de PK-15. La mayor homologia en la secuencia de
proteinas se observo en las regiones N-terminales de tanto ORF3 como ORF4 (Meehan et al., 1998).

[0010] EIl andlisis de la transcripcion del genoma de PCV2 no se ha publicado ain. Los datos recientes obtenidos
con el aislado de PK-15 indicaron que el transcrito de ORF2 se corta y empalma (Mankertz et al., 1998b).

[0011] Se han utilizado satisfactoriamente virus vaccinia para inmunizar contra la viruela, culminando en la
erradicacion mundial de la viruela en 1980. Con la erradicacion de la viruela, el nuevo papel de los poxvirus se ha
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vuelto importante, el de vector disefiado genéticamente para la expresion de genes exdgenos (Panicali y Paoletti,
1982; Paoletti et al., 1984). Los genes que codifican antigenos heterdlogos se han expresado en vaccinia, dando
lugar a menudo en inmunidad protectora contra la estimulacion por el correspondiente patégeno (revisado en
Tartaglia et al., 1990). También se ha utilizado una cepa altamente atenuada de vacunas, designada MVA, como
vector para vacunas basadas en poxvirus. La utilizacion de MVA se describe en la Patente de Estados Unidos No.
5.185.146.

[0012] Dos sistemas de vectores de vacuna adicionales implican la utilizacién de poxvirus limitados a huéspedes
naturales, poxvirus aviares (avipox). Tanto el virus de la viruela aviar (FPV; Taylor et al. 1988a, b) como el poxvirus
de canario (CPV; Taylor et al., 1991 & 1992) se han disefiado para expresar de productos génicos exégenos. El
virus de la viruela aviar (FPV) es el virus prototipo del género Avipox de la familia de los poxvirus. El virus causa una
enfermedad de las aves de corral econdmicamente importante que ha estado bien controlada desde los afios 20
mediante la utilizacién de vacunas atenuadas vivas. La replicacion de los virus avipox esta limitada a especies
aviares (Matthews, 1982) y no existen informes en la literatura de virus avipox que causen una infeccion productiva
en alguna especie no aviar, incluyendo el hombre. Esta limitacién del huésped proporciona una barrera de seguridad
inherente para la transmisién de los virus a otra especie y hace de la utilizaciéon de vectores de vacunas basadas en
virus avipox en aplicaciones veterinaria y humana una proposicion atractiva.

[0013] Se ha utilizado FPV de manera ventajosa como vector que expresan antigenos de patdégenos de aves de
corral. La proteina hemaglutinina de un virus de la gripe aviar virulenta se expresé en un FPV recombinante (Taylor
et al., 1988c). Después de la inoculacion del recombinante en pollitos y pavos, se indujo una respuesta inmune que
era protectora contra la estimulacion con virus de la gripe homélogo o heterdlogo (Taylor et al., 1988c). También se
han desarrollado recombinantes de FPV que expresan las glicoproteinas de superficie del Virus de la Enfermedad
de Newcastle (Taylor et al., 1990 ; Edbauer et al., 1990).

[0014] Se han preparado otros poxvirus atenuados mediante modificaciones genéticas de cepas de tipo salvaje del
virus. El vector NYVAC, derivado por delecién de genes de virulencia especifica y de diversos huéspedes de la cepa
Copenhagen de vaccinia (Tartaglia et al., 1992), ha demostrado ser (til como vector recombinante en la obtencién
de una respuesta inmune protectora contra un antigeno exégeno expresado.

[0015] Otro vector de poxvirus disefiado en ALVAC, derivado del poxvirus de canario. ALVAC no se replica de
manera productiva en huéspedes no aviares, una caracteristica que se cree que mejora el perfil de seguridad (Taylor
etal., 1991 & 1992). Tanto ALVAC como NYVAC son vectores BSL-1.

[0016] Una estrategia para el desarrollo de una vacuna de subunidad PCV2 es la utilizacién de vectores virales vivos
para expresar ORF de PCV2 relevantes. Los poxvirus recombinantes se pueden construir en dos etapas conocidas
en la técnica y analogas a los métodos para crear recombinantes sintéticos de poxvirus, tales como el virus vaccinia
y virus avipox descritos en la Patente de Estados Unidos Nos. 4,769,330; 4,722,848; 4,603,112; 5,110,587;
5,174,993; 5,494,807; y 5,505,941, cuyo contenido se incorpora en la presente por referencia. Debe entenderse por
tanto que la disposicion de un poxvirus recombinante de PCV2, y de composiciones y productos de los mismos,
particularmente recombinantes de PCV2 de base ALVAC y composiciones y productos de los mismos,
especialmente los recombinantes que contienen ORF 1 y/o 2 de PCV2 y composiciones y productos de los mismos,
serian un avance altamente deseable sobre el estado de la tecnologia actual.

OBJETIVOS Y DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0017] Por tanto, un objetivo de la presente invencién es proporcionar composiciones y métodos para el tratamiento
y profilaxis de la infeccion con PCV2. También es un objetivo proporcionar un medio para tratar o prevenir PMWS.

[0018] Segun un aspecto de la presente invencién, se proporciona una compaosicién inmunogénica que comprende
(i) un poxvirus recombinante que comprende una molécula de ADN aislada que consiste en ORF1 y ORF2 como los
ORF del circovirus porcino tipo 2 (PCV2), en la que el poxvirus es:

ALVAC, o

un poxvirus de canario atenuado, en el que dicho poxvirus de canario se atenda a través de mas de 200 pases en
serie sobre fibroblastos de embriones de pollitos, del que una semilla viral original se sometié a cuatro purificaciones
sucesivas en placa bajo agar, de donde se amplifico un clon de placa a través de cinco pases adicionales, y (ii) un
portador.

[0019] Segun otro un aspecto de la presente invencion, se proporciona la utilizacion de un poxvirus recombinante
que comprende una molécula de ADN aislada que consiste en ORF1 y ORF2 como los ORF del circovirus porcino
tipo 2 (PCV2), en la que el poxvirus es:

ALVAC, o

un poxvirus de canario atenuado, en el que dicho poxvirus de canario se atenda a través de mas de 200 pases en
serie sobre fibroblastos de embriones de pollito, del que una semilla viral original se sometié a cuatro purificaciones
sucesivas en placa bajo agar, de donde se amplificé un clon de placa a través de cinco pases adicionales, para la
preparacion de una composicion inmunogénica para inducir una respuesta inmune contra PCV2 en un cerdo adulto,
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un cerdo joven o una cerda gestante.

[0020] Segun otro aspecto de la presente invencidon, se proporciona una vacuna comprende (i) un poxvirus
recombinante que comprende una molécula de ADN aislada que consiste en ORF1 y ORF2 como los ORF del
circovirus porcino tipo 2 (PCV2), en la que el poxvirus es:

ALVAC, o

un poxvirus de canario atenuado, en el que dicho poxvirus de canario se atenla a través de mas de 200 pases en
serie sobre fibroblastos de embriones de pollito, del que una semilla viral original se sometié a cuatro purificaciones
sucesivas en placa bajo agar, de donde se amplificé un clon de placa a través de cinco pases adicionales; y (ii) un
portador.

[0021] Segun un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona la composicion inmunogénica de la
presente invencion para utilizar en el tratamiento o la prevencion de PMWS o el tratamiento o la prevencién de una
infeccion por PCV2 en cerdo adulto, un cerdo joven o una cerda gestante.

[0022] De este modo, la presente invencion se refiere a una composicion antigénica, inmunolégica, inmunogénica o
de vacuna o una composicién terapéutica para inducir una respuesta antigénica, inmunogénica o inmunolégica en
un animal huésped inoculado con la composicion.

[0023] El poxvirus recombinante contiene y expresa una molécula de acido nucleico exdégena que codifica un ORF,
antigeno, inmundégeno o epitopo de interés de PCV2, o una proteina que produce una respuesta inmunoldgica
contra PCV2 o afecciones provocadas por PCV2, tal como PMWS. Por ejemplo, el poxvirus recombinante puede ser
un poxvirus recombinante modificado; por ejemplo, tal como un poxvirus que ha inactivado en el mismo funciones
genéticas codificadas por el virus, por ejemplo, funciones genéticas codificadas por el virus no esenciales, de
manera que el virus recombinante tiene una virulencia atenuada y una seguridad aumentada. La descripcién
también proporciona los virus utilizados en la composicién, asi como métodos para la fabricacion y usos de la
composicion y virus.

[0024] El virus recombinante modificado puede incluir, por ejemplo, en una regién no esencial del genoma del virus,
una secuencia de ADN heterdlogo que codifica una proteina antigénica derivada de ORF de PCV2, es decir, OFR 1
y 2 de PCV2.

[0025] En una realizacion, la composicion inmunogénica que contiene un poxvirus recombinante modificado que
tiene funciones genéticas codificadas por el virus no esenciales inactivadas, de manera que el poxvirus
recombinante tiene una virulencia atenuada y una seguridad aumentada. El virus recombinante modificado incluye,
por ejemplo, en una regién no esencial del genoma del virus, una secuencia de ADN heter6logo que codifica una
proteina antigénica (es decir, derivada de ORFs de PCV2, ORF 1y 2), donde la composicién, cuando se administra
a un huésped, es capaz de inducir una respuesta inmunolégica especifica para el antigeno.

[0026] En una realizacion adicional, el virus recombinante modificado tiene funciones genéticas codificadas por el
virus no esenciales inactivadas en el mismo, de manera que el virus tiene una virulencia atenuada, y donde el virus
recombinante modificado contiene ademas ADN de un origen heterélogo, por ejemplo, en una regiéon no esencial del
genoma del virus. El ADN codifica genes de PCV2, ORF1 y ORF2, y opcionalmente cualquiera o todos de ORF3, o
ORF4 (Meehan et al., 1998), o epitopo o epitopos de interés a partir de los mismos. Las funciones genéticas se
pueden inactivar mediante la delecién de un marco de lectura abierto que codifica un factor de virulencia o mediante
la utilizacién de virus limitados a huéspedes naturales.

[0027] De manera ventajosa, el marco de lectura abierto que se elimina del genoma del poxvirus o el virus se
selecciona del grupo que consiste en J2R, B 13R + B14R, A26L, A56R, C7L - K1L, e I4L (segun al terminologia
indicadas en Goebel et al., 1990); y la combinacién de los mismos. En este aspecto, el marco de lectura abierto
comprende un gen de timidina quinasa, una regién hemorragica, una region del cuerpo de inclusién de tipo A, un
gen de hemaglutinina, una regién del gen de variedad de huéspedes o una subunidad grande, ribonucleétido
reductasa; o, la combinacién de los mismos.

[0028] Preferiblemente, el vector del poxvirus es un ALVAC o un poxvirus de canario que se atenud, por ejemplo, a
través de mas de 200 pases en serie sobre fibroblastos de embriones de pollitos (cepa de vacuna Rentschler), del
que una semilla viral original se sometié a cuatro purificaciones sucesivas en placa bajo agar, de donde se amplificé
un clon de placa a través de cinco pases adicionales. (Véase también la Patente de Estados Unidos Nos. 5,756,103
y 5,766,599 con respecto a AT VAC y TROVAC (un virus de viruela aviar atenuado util en la practica de esta
descripcion); y las Patentes de Estados Unidos Nos. 6,004,777, 5,990,091, 5,770,212, 6,033,904, 5,869,312,
5,382,425, y WO 95/30018, con respecto a vectores que también se pueden utilizar en la practica de esta
descripcion, tales como vectores que tienen una mayor expresion, vectores que tienen funciones eliminadas de los
mismos y vectores Utiles con respecto a huéspedes porcinos (por ejemplo, vectores Utiles con huéspedes porcinos
pueden incluir, un poxvirus, incluyendo un virus vaccinia, un virus avipox, un poxvirus de canario y un poxvirus de
cerdo), asi como con respecto a los términos utilizados y ensefianzas de la presente invencion, tales como
“composicién inmunogénica”, “composicién inmunoldgica’, “vacuna’, y “epitopo de interés”, y dosis, rutas de
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administracion, formulaciones, adyuvantes y suso para virus recombinantes y productos de expresion de los
mismos).

[0029] La presente invencion en un aspecto adicional se refiere al producto de expresion del poxvirus recombinante
de la invencion y los usos para el mismo, tales como para formar composiciones antigénicas, inmunolégicas o de
vacuna para el tratamiento, prevencion, diagnostico o analisis; y se describe el ADN del poxvirus recombinante que
es util en la construccién de sondas de ADN y cebadores de PCR.

[0030] Estas y otras realizaciones se describen o son obvios a partir de la siguiente descripcion detallada y estan
comprendidas por la misma.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0031] Se conseguira un mejor entendimiento de la descripcion haciendo referencia a los dibujos acompafiantes,
incorporados en la presente invencién por referencia, en los que:

« La figura 1 (SEC ID NO:1) muestra la secuencia de nucledtidos de un fragmento de 3,7 pares de kilobases de ADN
de ALVAC que contiene el marco de lectura abierto C6.

« La figura 2 muestra el mapa del plasmido dador pJP102.

e La figura 3 (SEC ID NO:8) muestra la secuencia de nucleétidos del fragmento de 2,5 pares de kilobases del
plasmido dador pJP102 desde los sitios de restriccion Kpnl (posiciéon 653) hasta Sacl (posicién 3166).

« La figura 4 muestra el mapa del plasmido dador pJP105.

« La figura 4 muestra el mapa del plasmido dador pJP107.

 La figura 6 (SEC ID NO:11) muestra la secuencia de nucledtidos del fragmento de 3,6 pares de kilobases del
plasmido dador pJP107 desde los sitios de restriccion Kpnl (posicion 653) hasta Sacl (posicion 4255).

DESCRIPCION DETALLADA

[0032] En un aspecto, la presente invencion utiliza un poxvirus recombinante, que contiene en el mismo una
secuencia de ADN de PCV2, por ejemplo, en una region no esencial del genoma del poxvirus. El poxvirus es de
manera ventajosa un poxvirus de canario atenuado, tal como ALVAC.

[0033] Segun la presente invencion, el poxvirus recombinante expresa productos génicos del gen de PCV2 exdgeno.
Se insertan ORF especificos de PCV2 en el vector del poxvirus y el poxvirus recombinante resultante se utiliza para
infectar un animal. La expresion en el animal de productos génicos de PCV2 da lugar a una respuesta inmune en el
animal a PCV2. De este modo, el poxvirus recombinante de la presente invencion se puede utilizar en una
composicion inmunoldgica o vacuna para proporcionar un medio para inducir una respuesta inmune que puede ser,
aungue no necesariamente, protectora.

[0034] El procedimiento de administracion para el poxvirus PCV2 recombinante o el producto de expresion del
mismo, composiciones de la descripcion, tales como composiciones inmunolégicas, antigénicas o de vacuna o
composiciones terapéuticas, pueden ser a través de una ruta parenteral (intradérmica, intramuscular o subcutanea).
Dicha administracidn permite una respuesta inmune sistémica o respuestas humorales o mediadas por células.

[0035] Mas generalmente, los poxvirus PCV2 recombinantes de la presente invencion, las composiciones de
poxvirus PCV2 antigénicas, inmunoldgicas o de vacuna o composiciones terapéuticas se pueden preparar segin
técnicas estandar conocidas por los expertos en el campo farmacéutico o veterinario. Dichas composiciones se
pueden administrar en dosis y mediante técnicas conocidas para expertos en el campo farmacéutico o veterinario
teniendo en consideracion factores tales como la edad, sexo, peso, especie y condicion del paciente particular y la
ruta de administracién. Las composiciones se pueden administrar solas o se pueden coadministrar o administrar
secuencialmente con composiciones, por ejemplo, con “otras” composiciones inmunoldgicas, antigénicas o de
vacuna o terapéuticas, proporcionando asi composiciones multivalentes o “céctel” o de combinacién de la presente
invencion y métodos que las utilizan. De nuevo, los ingredientes y forma de administracion (secuencial o
coadministracion), asi como dosis las dosificaciones, se pueden determinar teniendo en consideracion factores, tales
como la edad, sexo, peso, especie y condicidn del paciente particular y, la ruta de administracion. En este aspecto,
se hace referencia a la Patente de Estados Unidos No. 5,843,456, dirigida a composiciones contra la rabia y
composiciones de combinacién y usos de las mismas.

[0036] Entre los ejemplos de composiciones de la presente invencion se incluyen preparaciones liquidas para
orificio, por ejemplo, administracion oral, nasal, anal, vaginal, peroral, intragastrica, etc., tales como suspensiones,
jarabes o elixires; y preparaciones para administracion parenteral, subcutanea, intradérmica, intramuscular o
intravenosa (por ejemplo, administracion inyectable), tales como suspensiones estériles o emulsiones. En dichas
composiciones, el poxvirus recombinante se utiliza en una mezcla intima con un portador adecuado, y se puede
utilizar con un diluyente o excipiente adecuado, tal como agua estéril, solucion salina fisiologica, glucosa o similar.
Las composiciones también se pueden liofilizar. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares, tales
como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponadores del pH, adyuvantes, aditivos gelificantes o
aumentadores de la viscosidad, conservantes, agentes aromatizantes, colorantes, y similares, dependiendo de la
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ruta de administracion y la preparacién deseada. Se pueden consultar textos estandar, tales como "REMINGTONS
PHARMACEUTICAL SCIENCE", 17a edicion, 1985, para preparar preparaciones adecuadas, sin mucha
experimentacion. Las dosis adecuadas también se pueden basar en los siguientes Ejemplos.

[0037] Las composiciones pueden contener por lo menos un compuesto adyuvante elegido entre los polimeros de
acido acrilico o metacrilico y los copolimeros de anhidrido maleico y derivados de alquenilo.

[0038] Los compuestos adyuvantes preferidos son los polimeros de &cido acrilico o metacrilico que estan
reticulados, especialmente con éteres de polialquenilo de azlcares o polialcoholes. Estos compuestos son
conocidos por el término carboémero (Phameuropa Vol. 8, No. 2, Junio 1996). Los expertos en la materia pueden
también referirse a la Patente de Estados Unidos No. 2,909,462 que describe dichos polimeros acrilicos reticulados
con un compuesto polihidroxilado que tiene por lo menos 3 grupos hidroxilo, preferiblemente no méas de 8, estando
los atomos de hidrégeno de por lo menos tres hidroxilos sustituidos por radicales alifaticos insaturados que tienen
por lo menos 2 atomos de carbono. Los radicales preferidos son aquellos que contienen de 2 a 4 atomos de
carbono, por ejemplo, vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales insaturados pueden
contener en si otros sustituyentes, tales como metilo. Los productos comercializados bajo el nombre Carbopol® (BF
Goodrich, Ohio, USA) son particularmente apropiados. Estan reticulados con alil sacarosa o con alil pentaeritritol.
Entre ellos, se pueden mencionar Carbopol® 974P, 934P y 971P.

[0039] Entre los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de alquenilo, se prefieren los copolimeros EMA®
(Monsanto) que son copolimeros de anhidrido maleico y etileno, lineales o reticulados, por ejemplo, reticulados con
divinal éter. Se hace referencia a J. Fields et al., Nature, 186 : 778-780, 4 Junio 1960.

[0040] Desde el punto de vista de su estructura, los polimeros de acido acrilico o metacrilico y los copolimeros
EMA® se forman preferiblemente de unidades basicas de la siguientes formula:

I I
-———ﬁ» —(CH) K_CT —(CH,) e
CoCH COCH

en la que:

- R1y R2, que son idénticos o diferentes, representan H o CHs
-x =006 1, preferiblemente x = 1

-y=162,conx+y=2

[0041] Para los copolimeros EMA®, x =0 e y = 2. Para los carbémeros, x =y =1.

[0042] La disolucién de estos polimeros en agua conduce a una solucién acida que se neutralizara, preferiblemente
hasta pH fisiologico, con el fin de proporcionar la soluciéon adyuvante en la que se incorporara la propia vacuna. Los
grupos carboxilo del polimero estan entonces parcialmente en forma de COO-.

[0043] Preferiblemente, se prepara una solucion de adyuvante segun la presente invencién, especialmente de
carbémero, en agua destilada, preferiblemente en presencia de cloruro de sodio, estando la solucion obtenida a pH
acido. Esta solucién madre se diluye mediante su adicién a la cantidad deseada (para obtener la concentracion final
deseada) o una parte sustancial de la misma, de agua cargada con NacCl, preferiblemente, solucion salina fisioldgica
(NaCl 9 g/l), rapidamente en varias partes con una neutralizacion concomitante o posterior (pH 7,3 a 7,4),
preferiblemente con NaOH. Esta solucion a pH fisiologico se utilizara tal cual para mezclarse con la vacuna, la cual
se puede almacenar especialmente en forma liofilizada, liquida o congelada.

[0044] La concentracién del polimero en la composicion de vacuna final sera de 0,01 a 2% p/v, mas particularmente
de 0,06 a 1% plv, preferiblemente de 0,1 a 0,6% p/v. Las composiciones inmunolégicas segun la presente invencion
se pueden asociar a por lo menos una vacuna atenuada viva, inactivada, de subunidades o vacuna recombinante
(por ejemplo, poxvirus como vector o ADN plasmidico) que expresan por lo menos un inmunégeno de otro patdégeno
de cerdo.

[0045] La presente invencion utiliza vectores que codifican y que expresan secuencias de nucleétidos equivalentes,
es decir, secuencias que no cambian ni la funcionalidad ni la especificidad de cepa (cepa de tipo 1 y cepa de tipo 2)
del gen considerado o aquellas de polipéptidos codificados por este gen. Naturalmente, se incluyen las secuencias
que difieren por la degeneracion del cédigo.
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[0046] Las secuencias de PCV-2 utilizadas en los ejemplos se derivan de Meehan et al. (Cepa Imp.1010
nucleétidos de ORF1 398-1342; nucledtidos de ORF2 1381-314; y corresponden respectivamente a ORF4 y ORF13
en la solicitud de Estados Unidos de No. de Serie 09/161,092 de 25 Septiembre 1998 y a COL4 y COL13 en WO-A-
9918214). Se han publicado otras cepas de PCV-2 y sus secuencias en WO-A-9918214 y se denominan Imp1008,
Imp999, Imp1011-48285 y Imp1011-48121, asi como en A.L. Hamel et al. J. Virol. June 1998, vol 72, 6: 5262-5267
(GenBank AF027217) y en |. Morozov et al. J. Clinical Microb. Sept. 1998 vol. 36, 9: 2535-2541, asi como GenBank
AF086834, AF086835 y AF086836, y dan acceso a secuencias de ORF equivalentes. Estas secuencias, o ORF de
las mismas, o regiones de las mismas que codifican un antigeno o epitopo de interés también se pueden utilizar en
la practica de esta invencion.

[0047] La presente invencién también comprende las secuencias equivalentes a las utilizadas en la presente
invencion en los documentos citados aqui; por ejemplo, las secuencias que son capaces de hibridarse a la
secuencia de nuclettidos bajo condiciones de astringencia elevada (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989).
Entre las secuencias equivalentes, se pueden mencionar los fragmentos génicos que conservan la inmunogenicidad
de la secuencia completa, por ejemplo, un epitopo de interés.

[0048] La homologia de todo el genoma entre los tipos 1y 2 de PCV es de aproximadamente el 75%. Para ORF1,
es de aproximadamente el 86%, y para ORF2, aproximadamente el 66%. Por el contrario, las homologias ente
genomas y entre ORF en el tipo 2 estan generalmente por encima del 95%.

[0049] Ademas, las secuencias equivalentes Utiles en la practica de la presente invencion, para ORF1, son aquellas
secuencias que tienen una homologia igual o superior al 88%, de manera ventajosa del 90%, o superior,
preferiblemente del 925 6 95% o superior con el ORF1 de la cepa Imp1010, y para ORF2, son aquellas secuencias
que tiene una homologia igual o superior al 80%, de manera ventajosa del 85% o superior, preferiblemente del 90%
0 95% o superior con ORF2 de la cepa Imp1010.

[0050] ORF1 y ORF2 segun Meehan 1998 tiene el potencial de codificar proteinas con pesos moleculares previstos
de 37,7 kD y 27,8 kD respectivamente. ORF3 y ORF4 (segin Meehan et al. 1998, corresponden a ORF7 y ORF 10
respectivamente en W0O-A-9918214) tienen el potencial de codificar proteinas con pesos moleculares previstos de
11,9 y 6,5 kD, respectivamente. Las secuencias de estos ORF también esta disponible en Genbank AF 055392.
También se pueden incorporar en plasmidos y se pueden utilizar segun la descripciéon sola o en combinacién, por
ejemplo, con ORF1 y/o ORF2.

[0051] Los otros ORF 1-3 y 5, 6, 8-9, 11-12 descritos en la solicitud U.S. de No. de Serie 09/161,092 de 25
Septiembre 1998 (COLs 1-3 y 5, 6, 8-9, 11-12 en WO0O-A-9918214), o la regién o regiones de los mismos que
codifican un antigeno o epitopo de interés, se pueden utilizar en la practica de la presente invencion, por ejemplo,
solos o0 en combinacién o, en cualquier caso, entre si 0 con ORFs 1y 2 o la regién o regiones de los mismos que
codifican el antigeno o antigenos o epitopo o epitopos.

[0052] La presente invencién también comprende el uso de secuencias equivalentes; por ejemplo, de ORFs de
varias cepas de PCV-2 citadas aqui. Para la homologia, se puede determinar que existen secuencias equivalentes
que provienen de una cepa de PCV que tiene un ORF2 y/o un ORF1 que tienen una homologia tal como se ha
definido anteriormente con el correspondiente ORF de la cepa 1010.

[0053] Para ORF3 segun Meehan, una secuencia equivalente tiene una homologia con la misma que es de manera
ventajosa, por ejemplo, igual o superior al 80%, por ejemplo 85% o superior, preferiblemente 90% o 95% o superior
con ORF3 de la cepa Imp1010. Para ORF4 segin Meehan 1998, de manera ventajosa una secuencia equivalente
tiene una homologia que es igual o superior a un 86%, de manera ventajosa al 90% o superior, preferiblemente a un
95% o superior con ORF4 de la cepa Imp 1010.

[0054] A partir de la secuencia de nucledtidos genémica, por ejemplo, las descritas en WO-A-99 18214, es rutinario
determinar los ORF utilizando software estandar, tal como MacVector®. Ademas, la alineacion de genomas con los
de la cepa 1010 y la comparacion con los ORF de la cepa 1010 permite a un experto en la materia determinar
facilmente los ORF del genoma de otra cepa (por ejemplo, otras cepas descritas en WO-A-99 18214 o en otros
documentos citados aqui).

[0055] La utilizacién de software o la alineacion de secuencias no conllevan una gran experimentacion y proporciona
un acceso directo a ORF o moléculas de acido nucleico equivalentes.

[0056] La homologia en la secuencia de nucleétidos se puede determinar utilizando el programa “Align” de Myers y
Miller, (“Optimal Alignments in Linear Space", CABIOS 4, 11-17, 1988, incorporado en la presente por referencia) y
disponible en NCBI. Alternativa o adicionalmente, el término “homologia” o “identidad”, por ejemplo, con respecto a
una secuencia de nuclettidos o aminoacidos, puede indicar una medida cuantitativa de homologia entre dos
secuencias. El porcentaje en la homologia de secuencia se puede calcular como (Nret-Naif)*100/Ner, donde Ngis €s el
numero total de residuos no idénticos en las dos secuencias cuando se alinean y donde Ny es el nimero de
residuos en una de las secuencias. Por tanto, la secuencia de ADN AGTCAGTC tendra una similitud de secuencia
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del 75% con la secuencia AATCAATC (Nrer = 8; Nair=2).

[0057] Alternativa o adicionalmente, "homologia" o "identidad" con respecto a las secuencias puede referirse al
namero de posiciones con nucledtidos o aminoacidos idénticos dividido por el niUmero de nucledtidos o aminoacidos
en la mas corta de las dos secuencias, donde la alineacion de las dos secuencias se puede determinar segun el
algoritmo de Wilbur y Lipman (Wilbur and Lipman, 1983 PNAS USA 80:726, incorporado en la presente por
referencia), por ejemplo, utilizando una tamafio de ventana de 20 nucleétidos, una longitud de palabra de 4
nucleétidos, una penalizacién por espacio de 4, y se pueden realizar de manera conveniente un analisis asistido por
ordenador e interpretacion de la secuencia que incluyen la alineacién utilizando programas disponibles
comercialmente (por ejemplo, Intelligenetics ™Suite, Intelligenetics Inc. CA). Cuando se dice que las secuencias de
ARN son similares, o tienen un grado de identidad u homologia de la secuencia con secuencias de ADN, la timidina
(T) en la secuencia de ADN se considera igual a uracilo (U) en la secuencia de ARN.

[0058] Las secuencias de ARN en el alcance de la presente invencion se pueden derivar de secuencias de ADN,
considerando la timidina (T) en la secuencia de ADN igual a uracilo (U) en las secuencias de ARN.

[0059] Adicional o alternativamente, la similitud o identidad u homologia de la secuencia de aminoacidos se puede
determinar utilizando el programa BlastP (Altschul et al., Nucl. Acids Res. 25, 3389-3402, incorporado en la presente
invencion) y disponible en NCBI. Las siguientes referencias (incorporadas en la presente por referencia)
proporcionan algoritmos para comparar la identidad u homologia relativa de residuos de aminoacidos de dos
proteinas y adicionalmente o alternativamente, con respecto a lo anterior, las ensefianzas en estas referencias se
pueden utilizar para determinar el porcentaje de homologia o identidad: Needleman SB y Wunsch CD, "A general
method applicable to the search for similarities in the amino acid sequences of two proteins," J. Mol. Biol. 48:444-453
(1970); Smith TF y Waterman MS, "Comparison of Bio-sequences " Advances in Applied Mathematics 2:482-489
(1981); Smith TF, Waterman MS y Sadler JR, "Statistical characterization of nucleic acid sequence functional
domains," Nucleic Acids Res, 11:2205-2220 (1983); Feng DF y Dolittle RF, "Progressive sequence alignment as a
prerequisite to correct phylogenetic trees," J. of Molec. Evol., 25: 351-360, (1987); Higgins DG y Sharp PM, "Fast and
sensitive multiple sequence alignment on a microcomputer,” CABIOS 5: 151-153 (1989); Thompson JD, Higgins DG
y Gibson TJ, "ClusterW: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence
weighing, positions-specific gap penalties and weight matrix choice, Nucleic Acid Res., 22:4673-480 (1994); v,
Devereux J, Haeberlie P and Smithies O, "A comprehensive set of sequence analysis program for the VAX," Nucl.
Acids Res., 12: 387-395 (1984).

[0060] La presente invencién no solo permite la administracion en cerdos adultos, sino también en los jévenes y en
hembras gestantes; en el (ltimo caso, esto hace posible, en particular, conferir inmunidad pasiva a los recién
nacidos (anticuerpos maternales). Preferiblemente, las cerdas se inoculan antes de la reproduccion; y/o antes de
aparearse y/o durante la gestacién. De manera ventajosa, se realiza por lo menos una inoculaciéon antes de
aparearse y preferiblemente va seguido de una inoculacion a realizar durante la gestacion, por ejemplo,
aproximadamente a la mitad de la gestacién (aproximadamente 6-8 semanas de gestacion) y/o al final de la
gestacién (aproximadamente 11-13 semanas de gestacion). De este modo, una pauta ventajosa es una inoculacion
antes de engendrar y/o aparearse y una inoculacion de refuerzo durante la gestacion. A continuacion, puede haber
una reinoculacién antes de cada apareamiento y/o durante la gestacion en aproximadamente la mitad de la
gestacioén y/o al final de la gestacion. Preferiblemente, las reinoculaciones son durante la gestacion. Los cerdos
también se pueden inocular, por ejemplo, antes del apareamiento.

[0061] Los lechones, tales como lechones de hembras vacunadas (por ejemplo, inoculadas tal como se describe
aqui), se inoculan en las primeras semanas de vida, por ejemplo, inoculacién en la semana uno y/o dos y/o tres y/o
cuatro y/o cinco de vida. Preferiblemente, los lechones se inoculan en primer lugar en la primera semana de vida o
en la tercera semana de vida (por ejemplo, en el momento del destete). De manera ventajosa, dichos lechones se
refuerzan a continuacion de dos a cuatro semanas después.

[0062] La presente invencion se describe adicionalmente mediante los siguientes ejemplos ilustrativos no limitantes.
EJEMPLOS

[0063] La presente invencién en una realizacion preferida se refiere a poxvirus recombinantes que contienen en el
mismo una secuencia de ADN de PCV2 en una regién no esencial del genoma de poxvirus. Los productos génicos
que expresan los poxvirus recombinantes del gen PCV2 exdgeno. En particular, se aislaron los genes de ORF2 y
ORF1 que codifican las proteinas de PCV2, se caracterizaron y se insertaron en recombinantes de ALVAC (vector
de poxvirus de canario). Las técnicas de biologia molecular utilizadas son las descritas por Sambrook et al. (1989).

[0064] Lineas celulares y cepas de virus. La cepa de PCV2 designada como Imp:1010-Stoon se ha descrito
previamente (Meehan et al., 1998). Se aislé a partir de tejidos de nédulos linfaticos mesentéricos de un cerdo
enfermo originario de Canada. La clonacion del genoma de PCV2 se describioé por Meehan et al. (1998). El plasmido
pGem7ZImp1010-Stoon-EcoRI No. 14 contiene el genoma de PCV2 como un fragmento EcoRI insertado en el sitio
EcoRI del plasmido pGem-7Z (Promega, Madison, WI). La secuencia de nucle6tidos completa de la cepa de PCV-2
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Imp.1010-Stoon PCV2 fue determinada por Meehan et al. (1998) y es capaz bajo el nimero de acceso de GenBank
AF055392.

[0065] El poxvirus de canario parental (cepa Rentschler) es una cepa de vacuna para canarios. La cepa de vacuna
se obtuvo de un aislado de tipo salvaje y se atenu6 a través de mas de 200 pases en serie sobre fibroblastos de
embriones de pollitos. Se sometié una la semilla viral original a cuatro purificaciones sucesivas en placa bajo agar y
se amplificod un clon de placa a través de cinco pases adicionales, después de lo cual se utilizé el virus original como
virus parental en las pruebas de recombinacion in vitro. El aislado de poxvirus de canario purificado en placa se
designé como ALVAC. ALVAC se depositd el 14 de noviembre de 1996 bajo los términos del Tratado de Budapest
en la American Type Culture Collection, ATCC numero de acceso VR-2547.

[0066] La generacién de recombinantes del poxvirus implica diferentes etapas: (a) construccion de un plasmido de
insercién que contiene secuencias (“brazos”) que flanquean el locus de insercién en el genoma del poxvirus, y un
sitio de clonacién multiple (MCS) localizado ente los dos brazos flanqueantes (por ejemplo, véase el Ejemplo 1); (2)
construccion de plasmidos dadores que consisten en un plasmido de insercion en el MCS en el que se ha insertado
un cassette de expresion de genes exdgenos (por ejemplo, véase los ejemplos 2 a 5); (3) recombinacién in vitro en
cultivo celular entre los brazos del plasmido dador y el genoma del poxvirus parental que permite la inserciéon del
cassette de expresién de genes exdgenos en el locus apropiado del genoma del poxvirus, y la purificacién en placa
del virus recombinante (por ejemplo, véase el ejemplo 6).

[0067] Los inmunégenos recombinantes de PCV2 se pueden utilizar asociados con inmundgenos de PCV1 para la
inmunizaciéon de animales contra PMWS. En una estrategia menos preferida, se pueden utilizar inmundgenos de
PCV1 sin inmunégenos de PCV2.

Ejemplo 1 — CONSTRUCCION DE POXVIRUS DE CANARIO

INSERCION DE PLASMIDO EN EL LOCUS C6

[0068] La figura 1 (SEC Id No. 1) es la secuencia de un segmento de 3,7 kb del ADN de poxvirus de canario. El
andlisis de la secuencia revel6 un ORF designado como C6L que se inicia en la posicion 377 y termina en la
posicion 2254. A continuacién, se describe un plasmido de insercion de C6 construido mediante la eliminacion del
ORF de C6 y su sustitucién por un sitio de clonacion multiple (MCS) flanqueado por sefiales de terminacion
transcripcion y traduccional. Se amplificé un fragmento por PCR de 380 pb a partir de ADN gendémico de poxvirus de
canario utilizando los cebadores de oligonucleétidos C6A1 (SEC ID NO:2) y C6B1 (SEQ ID NO:3). Se amplificé un
fragmento por PCR de 1155 pb a partir de ADN gendmico de poxvirus de canario utilizando los cebadores de
oligonucledtidos C6C1 (SEC ID NO:4) y C6D1 (SEC ID NO: 5). Los fragmentos de 380 pb y 1155 pb se fusionaron
mediante su adicion como plantilla y amplificacién de un fragmento por PCR de 1613 pb utilizando los cebadores de
oligonucleétidos C6A1 (SEC ID NO:2) y C6D1 (SEQ ID NO:5). Este fragmento se digirié con Sacl y Kpnl, y se unién
en pBluescript SK+ (Stratagene, La Jolla, CA, USA) digerido con Sacl/Kpnl. El plasmido resultante, pC6L se
confirmé mediante analisis de la secuencia de ADN. Consiste en 370 pb de ADN de poxvirus de canario en direccion
5’ de C6 (“brazo izquierdo de C6"), la sefial de terminacién temprana de vaccinia, los codones de parada de la
traduccién en seis marcos de lectura, un MCS que contiene los sitios Smal, Pstl, Xhol y EcoRl, sefial de terminacion
temprana de vaccinia, codones de parada de la traduccion en seis marcos de lectura y la secuencia de 1156 pb en
direccion 3’ del poxvirus de canario ("brazo derecho de C6").

[0069] Se derivo el plasmido pJP099 de pC6L mediante la unién de un cassette que contenia el promotor de
vaccinia H6 (descrito en Taylor et al. (1988c), Guo et al. (1989), y Perkus et al. (1989)) acoplado a un gen exégeno
en los sitios Smal/EcoRI de pC6L. Este plasmido pJP099 contiene un sitio ECORV Unico y un sitio Nrul (nico
localizados en el extremo 3’ del promotor H6 y un sitio Sall Unico localizado entre el codon de PARADA del gen
exogeno y el brazo izquierdo de C6. El fragmento EcoRV/Sall o Nrul/Sall de ~4,5 kb de pJP099 contiene por tanto la
secuencia del plasmido (pBluescript SK+ ; Stratagene, La Jolla, CA, USA), los dos brazos de C6 y el extreme 5’ del
promotor H6 hasta el sitio ECORV o Nrul.

Secuencias de los cebadores:

[0070] Cebador C6A1 (SEC ID NO:2)
ATCATCGAGCTCGCGGCCGCCTATCA.AAAGTCTTAATGAGTT

[0071] Cebador C6B1 (SEC ID NO:3)

GAATTCCTCGAGCTGCAGCCCGGGTITITATAGC TAATTAGTCATTTTTTC
GTAAGTAAGTATTTITTATTTAA
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[0072] Cebador C6C1 (SEC ID NO:4)
COCGGGCTOCAGCTCGAGGAATTCTTTITATTGATTAACTAGTCAAATGAG

TATATATAATTGAAAAAGTAA

[0073] Cebador C6D1 (SEC ID NO:5)
GATGATGGTACCTTCATAAATACAAGTTTGATTAAACTTAAGTTG

Ejemplo 2 - CONSTRUCCION DE PLASMIDO DADOR DE ALVAC PARA ORF2 DE PCV2

[0074] Se digirié con EcoRI el plasmido pGem7Z-Imp1010-Stoon-EcoRF No. 14, que contenia el genoma de PCV2
como un fragmento de EcoRI en el plasmido pGem-7Z, y se aislé y union un fragmento de 1768 pb.

[0075] Con el fin de insertar el ORF2 de PCV2 en un vector de insercién de ALVAC apropiado; Se utilizaron los
cebadores JP760 (SEC ID NO:6) y JP773 (SEC ID NO:7) para amplificar el ORF2 de PCV2 a partir del fragmento de
EcoRI unido de 1768 pb (ver anteriormente) que da lugar a J1304 de PCR. El cebador JP760 (SEC ID NO:6)
contiene el extreme 3’ del promotor H6 de EcoRV y el extreme 5’ de ORF2 de PCV2. El cebador JP773 (SEC ID
NO:7) contiene el extreme 3’ del ORF2 de PCV2 seguido del sitio Sall. El producto de la PCR J1304 se digiri6 a
continuacion con EcoRV/Sall y se cloné como un fragmento de ~750 pb en un fragmento de ~4,5 kb EcoRV/Sall de
pJP099 (véase anteriormente en el ejemplo 1). El plasmido resultante se confirmé mediante el andlisis de secuencia
y se design6é como pJP102 (véase el mapa de pJP102 en la Figura 2 y la secuencia (SEC ID NO:8) en la Figura 3).
La secuencia de ORF2 coincide con la secuencia disponible en GenBank, NUimero de acceso AF055392. El
plasmido dador pJP102 (linealizado con Notl) se utiliza en una prueba de recombinacién in vitro (IVR) para generar
el recombinante de ALVAC vCP1614 (véase el ejemplo 6).

Secuencia de los cebadores:

[0076] JP760 (SEC ID NO:6)
CAT-CAT-CAT-GAT-ATC-CGT-TAA-GTT-TGT-ATC-GTA-ATG-ACG-TAT-

CCA-AGG-AGG-CG

[0077] JP773 (SEC ID NO:7)
TAC-TAC-TAC-GTC-GAC-TTA-GGG-TTT-AAG-TGG-GGG-GTC

Ejemplo 3 — CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO DADOR DE ALVAC PA RA ORF1 Y ORF2 DE PCV2

[0078] Se amplificé el ORF1 de PCV2 mediante PCR utilizando los cebadores JP774 (SEC ID NO:9) y JP775 (SEC
ID NO:10) en el plasmido pGem7Z-Imp1010-Stoon-EcoRI No. 14 que da lugar a J1311 de PCR. El cebador JP774
(SEC ID NO:9) contiene el extremo 3’ del promotor H6 de Nrul y el extremo 5’ de ORF1 de PCV2. El cebador JP775
(SEC ID NO:10) contiene el extremo 3’ del ORF1 de PCV2 seguido de un sitio Sall. El producto de PCR J1311
(~1Kb) se clon6 en pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). El plasmido resultante se confirm6é mediante analisis de
secuencia y se designdé como pJP104. La secuencia de ORF1 coincide con la secuencia disponible en el GenBank,
NUumero de Acceso AF055392. Se aisl6 un fragmento de ~970 pb de Nrul/Sall de pJP 104 y se clon6 en un
fragmento de ~4,5 kb de Nrul/Sall de pJP099 (véase el Ejemplo 1), que da lugar a un plasmido que se confirmé
mediante analisis por restriccién y se designé como pJP105 (véase la figura 4). El plasmido dador pJP105 se pudo
utilizar en una prueba de recombinacion in vitro (descrita en el ejemplo 6) para generar recombinante de ALVAC que
expresa el ORF1 de PCV2.

[0079] Se crearon extremos romos de un fragmento BamHI/Sall de pJP102 (ver el Ejemplo 2) utilizando el fragmento
Klenow de ADN polimerasa, y se clond en el sitio ECORI con extremos romos creados por Klenow de pJP105. Se
comprobd la orientacion de insercion de los clones mediante el analisis de restriccion y se eligié la orientacion de
cabeza a cabeza. Este plasmido se confirmé mediante el andlisis de secuencia y se designé como pJP107 (véase el
mapa de pJP107 en la Figura 5 y la secuencia (SEC ID NO:11) en la Figura 6). El plasmido dador pJP107
(linealizado con Notl) no se utilizé en una prueba de recombinacién in vitro 5 (IVR) para generar el recombinante de
ALVAC vCP1615 (véase el Ejemplo 6).

Secuencia de los cebadores:

[0080] JP774 (SEQ ID NO:9)
CAT-CAT-CAT-TCG-CGA-TAT-CCG-TTA-AGT-TTG-TAT-CGT-AAT-GCC-
CAG-CAA-GAA-GAA-TGG

[0081] JP775 (SEQ ID NO:10)
10
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TAC-TAC-TAC-GTC-GAC-TCA-GTA-ATT-TAT-TTC-ATA-TGG

Ejemplo 4 - CONSTRUCCION DE PLASMIDO DADOR DE ALVAC PARA ORF2 DE PCV1

[0082] Se utilizo el plasmido pPCV1 (B. Meehan et al. J. Gen. Virol. 1997. 78. 221-227), que contenia el genoma de
PCV1 como fragmento Pstlen el plasmido pGem-7Z, como plantilla para amplificar el ORF2 de PCV1.

[0083] Con el fin de insertar el ORF2 de PCV2 en un vector de insercién de ALVAC apropiado: Se utilizaron los
cebadores JP787 (SEC ID NO:12) y JP788 (SEC ID NO:13) para amplificar el ORF2 de PCV1 del plasmido pPCV1
(ver anteriormente) que da lugar a J1315 de PCR. El cebador JP787 (SEC ID NO:12) contiene el extremo 3’ del
promotor H6 de EcoRV y ORF 2 seguido del sitio Sall. El producto de PCR J1315 se digirid a continuacion con
EcoRV/Sall y se cloné como un fragmento de ~750 pb en un fragmento de ~4,5 kb de EcoRV/Sall de pJP099
(véase anteriormente en el Ejemplo 1). El plasmido resultante se confirmé mediante andlisis de secuencia y se
designé como pJP113. La secuencia de ORF2 coincide con la secuencia disponible en GenBank, Nimero de
Acceso U49186. El plasmido dador pJP1113 (linealizado con Notl) se utilizé en una prueba de recombinacion in vitro
(IVR) para generar el recombinante de ALVAC vCP1621 (véase el Ejemplo 7).

Secuencia de los cebadores:

[0084] JP787 (SEC ID NO:12)
CAT-CAT-CAT-GAT-ATC-CGT-TAA-GTT-TGT-ATC-GTA-ATG-ACG-TGG-
CCA-AGG-AGG-CG

[0085] JP788 (SEC ID NO:13)
TAC-TAC-TAC-GTC-GAC-TTA-TTT-ATT-TAG-AGG-GTC-TTT-TAG-G

Ejemplo 5 - CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO PARA ORF2 Y ORF1 DE PCV1

[0086] Se digirid con Pstl el plasmido pPCV1 (véase el Ejemplo 4 anterior), que contenia el genoma de PCV1 como
un fragmento Pstl en el plasmido pGem-7Z, y se aisl6 y ligd un fragmento de 1759 pb.

[0087] Los cebadores JP789 (SEC ID NO:1) y JP790 (SEC ID NO:15) se utilizaron para amplificar el ORF1 de PCV1
del fragmento Pstl unido de 1759 pb (ver anteriormente), que da lugar a J1316 de PCR. El cebador JP789 (SEC ID
NO:14) contiene el extremo 3’ del promotor H6 de Nrul y el extremo 5’ de ORF1 de PCVL1. El cebador JP790 (SEC
ID NO:15) contiene el extremo 3’ de ORF1 de PCV1 seguido de un sitio Sall. El producto de PCR J1316 (~1 Kb) se
clon6 en pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA). El plasmido resultante se confirmé mediante analisis de secuencia y se
designé como pJP114. La secuencia de ORF1 coincide con la secuencia disponible en GenBank, Nimero de
Acceso U49186. Se aislé un fragmento Nrul/Sall de ~970 pb de pJP114 y se cloné en un fragmento Nrul/Sall de
~4,5 kb de pJP099 (véase el Ejemplo 1), que da lugar a un plasmido que se confirmé mediante andlisis de
restriccion y se designé como pJP115. El plasmido dador pJP115 se podria utilizar en una prueba de recombinacion
in vitro (descrito en el ejemplo 7) para generar un recombinante de ALVAC que expresa el ORF1 de PCV1.

[0088] Se crearon extremos romos de un fragmento BamHI/Sall de ~838 pb de pJP113 (ver el Ejemplo 4) utilizando
el fragmento Klenow de ADN polimerasa, y se cloné en el sitio EcoRI con extremos romos creados por Klenow de
pJP115. Se comprobo la orientacion de insercion de los clones mediante el analisis de restriccion y se eligié la
orientacion de cabeza a cabeza. Este plasmido se confirmé mediante el andlisis de secuencia y se designé como
pJP117. El plasmido dador pJP117 (linealizado con Notl) no se utilizé en una prueba de recombinacién in vitro (IVR)
para generar el recombinante de ALVAC vCP1622 (véase el Ejemplo 7).

Secuencia de los cebadores:

[0089] JP789 (SEC ID NO:14)
CAT-CAT-CAT-TCG-CGA-TAT-CCG-TTA-AGT-TTG-TAT-CGT-AAT-GCC-

AAG-CAA-GAA-AAG-CGG

[0090] JP790 (SEC ID NO:15)
TAC-TAC-TAC-GTC-GAC-TCA-GTA-ATT-TAT-TTT-ATA-TGG

Ejemplo 6 — GENERACION DE RECOMBINANTES DE ALVAC-PCV2

[0091] Se linealizaron los plasmidos pJP102 (véase el Ejemplo 2 y la figura 2) y pJP107 (véase el Ejemplo 3 y la
figura 5) con Notl y se transfectaron en células CEF primarias infectadas con ALVAC utilizando el método de
precipitacion fosfato de calcio descrito anteriormente (Panicali y Paoletti, 1982; Piccini et al., 1987). Se seleccionaron
las placas positivas en base a la hibridaciéon a sondas radiomarcadas de PCV2 especificas y se sometieron a cuatro
rondas secuenciales de purificacién en placa hasta conseguir una poblacion pura. A continuacion, se amplificé una
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placa representativa de cada IVR y los recombinantes de ALVAC resultantes se designaron como vCP1614 y
vCP1615. El virus vCP1614 es el resultado de los casos de recombinacién entre ALVAC y el plasmido dador pJP102
y contiene el ORF2 de PCV2 insertado en el locus C6 de ALVAC. El virus vCP1615 es el resultado de los casos de
recombinacion entre ALVAC y el plasmido dador pJP107, y contiene el ORF2 y ORF1 de PCV2 insertados en el
locus C6 de ALVAC en la orientacion de cabeza a cabeza.

[0092] De una forma similar, un ALVAC recombinante que expresa soélo el ORF1 de PCV2 se puede generar
utilizando el plasmido dador pJP105 descrito en el ejemplo 3.

[0093] Inmunofluorescencia. Con el fin de determinar si las proteinas de PCV2 se expresaban en las células Vero
infectadas con el recombinante de ALVAC, se realizé un andlisis de la inmunofluorescencia (IF). Las células Vero
infectadas se lavaron con PBS 24 horas después de la infeccion (m.o.i. de aproximadamente 10) y se fijaron con
acetona fria al 95% durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se utilizaron cinco preparaciones de anticuerpo
monoclonales (MAb) (sobrenadante de hibridoma) especificas para ORF1 de PCV2 (PCV2 199 1D3GA & PCV2 210
7G5GD) o ORF2 de PCV2 (PCV2 190 4C7CF, PCV2 190 2B1BC & PCV2 190 3A8BC) como primer anticuerpo.
Estos anticuerpos monoclonales se obtuvieron de Merial-Lyon. Los anticuerpos monoclonales también se pueden
obtener siguiendo las ensefianzas de los documentos citados en la presente invencion, por ejemplo WO-A-99
18214, 1998, las solicitudes francesas Nos. 97/12382, 98/00873, 98/03707, solicitadas el 3 de octubre de 1997, 22
de enero de 1998, y 20 de marzo de 1998, y W099/29717.

[0094] La reaccién IF se realizé tal como se describe por Taylor et al. (1990).

[0095] La inmunofluorescencia especifica de PCV2 con los tres anticuerpos especificos de ORF2 se podia detectar
en células infectadas con vCP1614 y las células infectadas con vCP1615. La inmunofluorescencia especifica de
PCV2 con los dos anticuerpos especificos de ORF1 se podia detectar en células infectadas sélo con vCP1615.
Estos resultados indicaban que, tal como se esperaba, el vCP1614 expresa s6lo ORF2, mientras que vCP1615
expresa tanto ORF1 como ORF2. No se detecto fluorescencia en células Vero infectadas con ALVAC, ni en células
Vero no infectadas.

Ejemplo 7 — GENERACION DE RECOMBINANTES ALVAC-PCV1

[0096] Se linealizaron los plasmidos pJP113 (véase el Ejemplo 4) y pJP117 (véase el Ejemplo 5) con Notl y se
transfectaron en células CEF primarias infectadas con ALVAC utilizando el método de precipitacion de fosfato de
calcio descrito previamente (Panicali y Paoletti, 1982; Piccini et al., 1987). Se seleccionaron las placas positivas en
base a la hibridaciéon a sondas radiomarcadas de PCV1 especificas y se sometieron a cuatro rondas secuenciales
de purificacion en placa hasta conseguir una poblacién pura. A continuacion, se amplificd una placa representativa
de cada IVR y los recombinantes de ALVAC resultantes se designaron como vCP1621 y vCP1622. El virus vCP1621
es el resultado de los casos de recombinacion entre ALVAC y el plasmido dador pJP113 y contiene el ORF2 de
PCV1 insertado en el locus C6 de ALVAC. EL virus vCP1622 es el resultado de los casos de recombinacion entre
ALVAC y el plasmido dador pJP117, y contiene el ORF2 y ORF1 de PCV1 insertados en el locus C6 de ALVAC en la
orientacion de cabeza a cabeza.

[0097] De una forma similar, un ALVAC recombinante que expresa soélo el ORF1 de PCV1 se puede generar
utilizando el plasmido dador pJP115 descrito en el ejemplo 5.

[0098] Inmunofluorescencia. Con el fin de determinar si las proteinas de PCV1 se expresaban en las células Vero
infectadas con el recombinante de ALVAC, se realizé un andlisis de la inmunofluorescencia (IF). Las células Vero
infectadas se lavaron con PBS 24 horas después de la infeccion (m.o.i. de aproximadamente 10) y se fijaron con
acetona fria al 95% durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se utilizd un suero policlonal de cerdo anti-PCV1
especifico (Allan G. et al. Microbiol. 1999, 66: 115-123) como primer anticuerpo. La reaccién IF se realizé tal como
se describe por Taylor et al. (1990).

[0099] La inmunofluorescencia especifica de PCV1 se podia detectar en células infectadas con vCP1621 y células
infectadas con vCP1622. Estos resultados indicaban que, tal como se esperaba, el vCP1621 y vCP1622 expresan
productos especificos de PCV1. No se detecto6 fluorescencia con suero policlonal de cerdo especifico de PCV2 en
células infectadas con vCP1621 y en células infectadas con vCP1622. No se detectd fluorescencia en células Vero
infectadas con ALVAC parental, ni en células Vero no infectadas.

Ejemplo 8 — FORMULACION DE POXVIRUS DE CANARIO RECOMBINANT ES CON CARBOPOL™ 974P

[0100] Para la preparacion de vacunas, se pueden mezclar poxvirus de canario recombinantes vCP1614 y vCP1615
(Ejemplo 6) con soluciones de carbomero. De la misma manera, los poxvirus de canario recombinantes vCP1621 y
vCP1622 (Ejemplo 7) se pueden mezclar con soluciones de carbémero. El componente carbémero utilizado para la
vacunacion de cerdos segin la presente invencién es el Carbopol™ 974P fabricado por la compafia BF Goodrich
(peso molecular de # 3,000,000). Se prepara en primer lugar una solucién madre de Carbopol™ 974P al 1,5% en
agua destilada que contenia 1 g/l de cloruro sédico. Esta solucién madre se utiliza a continuacion para fabricar una
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solucion de Carbopol™ 974P de 4 mg/ml en agua fisiolégica. La solucion madre se mezcla con el volumen requerido
de agua fisioldgica, ya sea en una etapa o en varias etapas sucesivas, ajustando el valor de pH en cada etapa con
una solucion de hidroxido de sodio 1 N (o mas concentrado) para obtener un pH final de 7,3-7,4. Esta solucion de
Carbopol™ 974P final es una solucion lista para su uso para reconstituir un virus recombinante liofilizado o para
diluir una solucién madre de virus recombinante concentrado. Por ejemplo, para obtener una suspension viral final
que contenia 10°8 pfu por dosis de 2 ml, se pueden diluir 0,1 ml de una soluciéon madre de 10°9 pfu/ml en 1,9 ml de
la solucion lista para su uso anterior de Carbopol™ 974P 4 mg/ml. De la misma manera, también se pueden
preparar soluciones listas para su uso Carbopol™ 974P 2 mg/ml.

Ejemplo 9 — INMUNIZACION DE CERDOS Y POSTERIOR ESTIMULACION

9.1. INMUNIZACION DE LECHONES DE 1 DIA DE VIDA

[0101] Se colocaron en aisladores grupos de lechones, expulsados por cesarea en el dia 0. Los lechones se
vacunan mediante ruta intramuscular en el dia 2 con varias soluciones de vacunas. Las suspensiones virales de
vacunas se preparan mediante dilucién de soluciones madre de virus recombinantes en agua fisiologica estéril (NaCl
0,9%). Los intervalos adecuados para suspensiones virales se pueden determinar empiricamente, pero variaran en
general desde 10° a 10, y preferiblemente aproximadamente 10, pfu/dosis. Las soluciones de vacunas también
se pueden preparar mezclando la suspension de virus recombinante con una solucion de Carbopol™ 974P, tal como
se describe en el Ejemplo 8. Los lechones se vacunan con:

Virus recombinante vCP1614 (Ejemplo 2);

Virus recombinante vCP1615 (Ejemplo 3);

Virus recombinante vCP1614 mezclado con Carbopol (solucién de 4 mg/ml); o

Virus recombinante vCP1615 mezclado con Carbopol (solucién de 4 mg/ml).

[0102] Las suspensiones virales contienen 10® unidades formadoras de placas (pfu) por dosis. Cada suspension
viral se inyecta mediante via intramuscular bajo un volumen de 1 ml. La inyeccién intramuscular se administra en los
musculos del cuello.

[0103] Se administran dos inyecciones de suspensiones virales en el Dia 2 y el Dia 14 del experimento. Se realiza
una estimulacion en el Dia 21 mediante la administracion oronasal de una suspension viral preparada a partir de un
cultivo de una cepa virulenta de PCV-2. Después de la estimulacién, se monitorizan los lechones durante 3 semanas
por los signos clinicos especificos del sindrome del desmedro multisistémico post-destete. Se valoran los siguientes
signos: Temperatura rectal: monitorizacién diaria durante 2 semanas después de la estimulacion, a continuacion 2
mediciones de la temperatura rectal durante la tercera semana.

[0104] Peso: los lechones se pesan justo antes de la estimulacion y a continuacion semanalmente durante las
primeras 3 semanas después de la estimulacion.

[0105] Se toman muestras en el Dia 2, Dia 14, Dia 21, Dia 28, Dia 35, y Dia 42 del experimento con el fin
monitorizar los niveles de viremia y titulos de anticuerpo especifico anti-PCV2. Necropsias: en el Dia 42, todos los
lechones supervivientes se someten a eutanasia de manera humana y se les practica la necropsia para buscar
lesiones macroscopicas especificas de PMWS. Las muestras de tejido se preparan a partir de higado, nédulos
linfaticos, bazo, rifiones y timo con el fin de buscar lesiones histoldgicas especificas.

9.2. INMUNIZACION DE LECHONES DE 5-7 SEMANAS DE VIDA

[0106] Se vacunan lechones de 5-7 semanas de vida, libres de anticuerpos maternos especificos anti-PCV2,
mediante via intramuscular con varias soluciones de vacunas. Se preparan suspensiones virales de vacunas
mediante la dilucidon de soluciones madre de virus recombinantes en agua fisiol6gica estéril (NaCl al 0,9%). Las
soluciones de vacunas también se pueden preparar mezclando la suspension de virus recombinantes con una
solucion de Carbopol™ 974P, tal como se describe en el Ejemplo 8.

Los lechones se vacunan con:

Virus recombinante vCP1614 (Ejemplo 2);

Virus recombinante vCP1615 (Ejemplo 3);

Virus recombinante vCP1614 mezclado con Carbopol (solucién de 4 mg/ml); o

virus recombinante vCP1615 mezclado con Carbopol (solucion de 4 mg/ml).

[0107] Las suspensiones virales contienen 10® unidades formadoras de placas (pfu) por dosis. Cada suspension
viral se inyecta mediante via intramuscular bajo un volumen de 2 ml. La inyeccién intramuscular se administra en los
musculos del cuello. Se administran dos inyecciones de suspensiones virales en el Dia 0 y el Dia 21 del
experimento. Se realiza una estimulacion en el Dia 35 mediante la administraciéon oronasal de una suspension viral
preparada a partir de un cultivo de una cepa virulenta de PCV-2. Después de la estimulaciéon, se monitorizan los
lechones durante 8 semanas por los signos clinicos especificos del sindrome del desmedro multisistémico post-
destete. La monitorizacién clinica es idéntica a la descrita en el Ejemplo 9.1, a excepcion de que la duracion total de
la monitorizacion es de 8 semanas en lugar de 3 semanas.
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[0108] Las necropsias se realizan a través del experimento para lechones que mueren a partir del estimulo y al final
del experimento (Dia 97) para todos los lechones supervivientes. Las muestras de tejido son las mismas que se han
descrito en el Ejemplo 9.1.

9.3. INMUNIZACION DE LECHONES RECIEN NACIDOS

[0109] Se colocan en aisladores grupos de 3 6 4 lechones expulsados por cesarea en el dia 0. En el dia 2 se
vacunan los lechones con 10° pfu de vCP 1614, vCP 1615 o vector de ALVAC parental en 1 ml de PBS mediante via
intramuscular en la parte del cuello. Se administra una segunda inyeccion de vacuna o placebo en el dia 14. La
vacunacion con recombinante de ALVAC es bien tolerada por lechones y no se observa evidencia de reaccion
adversa a la vacunacion. Los lechones se estimulan en el dia 21 mediante administracion oronasal de una
suspension viral de PCV-2, 1 ml en cada conducto nasal. Se realizan necropsias en el dia 45 y se recogen muestras
de tejido para el aislamiento del virus.

Resultados de la necropsia:

« El PMWS se caracteriza en general por linfadenopatia y mas raramente por hepatitis o nefritis. De este modo, las
observaciones generales en nédulos linfaticos se valoran para cada lech6n de la siguiente manera: 0 = no se
observa aumento visible de los nédulos linfaticos; 1 = aumento ligero de los nédulos linfaticos, limitado a nédulos
linfaticos bronquiales; 2 = aumento moderado de los nédulos linfaticos, limitado a nddulos linfaticos bronquiales; 3 =

aumento severo de los nédulos linfaticos, extendido a nédulos linfaticos bronquiales, submandibular prescapular e
inguinal.
Grupos Valoracién
vCP1614 0,5
0,0
0,0
1,0
promedio 0,38
desviacion estandar 0,48
vCP1615 0,0
0,5
0,5
1,0
promedio 0,5
desviacion estandar 0,41
Controles 2,0
25
25
25
promedio 2,38
desviacion estandar 0,25

La linfadenopatia bronquial para PCV-2 es una observacion general prominente. Se observa una reduccion
significativa de la lesion de nodulos linfaticos en relacion con el grupo de control después de la inmunizacién con
vCP 1614 y vCP 1615 (p <0,05).
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(B) FECHA DE SOLICITUD:
(C) CLASIFICACION:
(viii) INFORMACION DEL ABOGADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Kowalski, Thomas J.
(B) NUMERO DE RESGITRO: 32, 147
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 454313-2511.1
(ix) INFORMACION PARA TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: 212-588-0800
(B) TELEFAX: 212-588-0500
(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:1:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 3701 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:1:

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ARGCTTCTAT
&0

TATTCRATATT
120

TAGATAARTRG
180

ACGCGTTCAT
240

TTGRGRGAGA
300

GGATTTTIGTT
3640

ACTTACTTAC
420

AGRGTCCTTT
480

TGATGATACT
540

ATTTGATARN
600

TAGTGATACK

ES 2560513 T3

CARARGTCTT RAATGAGTTAG
TCCTATCARAT TCTAARAGTAG
ATACGCTCAT ATAATGACTG
AAGTTTCAAC TGCATAGATC
TTGGACATCT ARCTACGCTA
ATCATCAGTT ATATTTAACK
GAARAAATOT CATTATTACA
AAGAGTTATA ATTTARARGA
GTTGTACTAR TARATGARRCGA
ATTCTGTTTT TTAACTCCTT

ATATTAGATA TAGATACTCA

GTGTAGATARG
ATGATATTRA
CARATTTGGA
ARARTCTCAC
MGMA'I'I‘ AC
TARGTRCAAT
ARARCTATAT
TAACCATAAT
TARATGTACTG
TAATARCGGT

TAATTATTAT

16

TATRGATATT

TRACTCARAG

CGETTCACRT

TAARARGATA

AGTTATARAT

AMRRAGTATT

TTTACAGAAC

GTARTATTTA

TTATCTACRA

TTATCARRRT

ATACCTAGTT

ACTACAARAGG

ATGATGATAG

TTTRATCATC

GCCGATGTAT

AATACATART

AAATARAAAT

RATCTATAGT

CCACATCAGAR

GATTATTATC

ACGRARCTAT

CTTCTTCTITT
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660

GTTAGATATT
720

AATACGAGAC
T80

TACTARRGGR
Bad

ACRGTATART
soD

CATATGGGTT
960

TCTRAARRAGCCT
1020

TOCGEGATARR
1080

ACGAGTAGGET
1140

TATACTTACT
1200

ARATATTGGCC
1260

TTCATCTTCT
1320

AGCTATACTC
1380

ATATTGGACA
1440

AARRTATATA
1500

CTARAARANA

AATRGTRACT

TTATTAGATT

ARRRAGRATA

AARBARATGTTA

GCTGCTGAAG

TTATARCACTT

ACARTRATTG

GATTTTCTAT

ES 2560513 T3

GAGCGTGTGA
TATATTATAA
ACARGTTTGT
.ETLTMTAGL
TAGRATACTG
ATGATTGGTT
TCGAGTTCAT
TACATCCARRA

CTTACGTAGA

GGEATATTTTT

GAATGGGTAA

TTTIGATGCTA

AAGAARMACTT

ATTARAGARAG

TAGRATTCTT

TGARTAGTAA

GTTTATTTTT

TGCAGTATAR

ATAGTCAGET

TTTAGRATTA

MNGATATGACT

ATTATTGEOGE

TATAATACAT

TTCTCOCTGGC

AAGATRCGAT

AGTTATATTA

CARGATAMTA

AGAACTAATA

TGAGACCACT

CTGTTTAGTA

CCARCTCTCT

GATAGATAGA

17

GRAGATCTARA

TACATGAATA

GATGTAGARTA

CGCOGATARCR

TATRTATTAT

AARCCGTATAR

GARAATARTR

GCTAATGGTA

TATCATCATR

ATTTTATCAG

CACCTGRARA

ACTRAARAGCA

ARAGACGGETA

GTATGTTATT

ATTATGCGTT

ATTGGTTATT

ARTGETTACARR

GRCAGTATAA

GGTTACATGA

ACGAATTATC

TAARACATTT

CATCTAATRA

ATTCATCTAT

RATTTATTTC

CAGGGTATGA

ATTATGTARRA

ARCAGTTAGC

TACACGCAGC



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

TGTATATARAT
1560

ATTCTCCGGA
1620

ATTTTRTCCG
1680

TTACTITTATA
1740

TATACTCGCR
1800

AGATCTTCTG
1LEED

ATTATATTCT
1920

TATRAATACG
1980

GCCTGAARAG
2040

ARGACGTTTHA
2100

TACCAGAGRT
2160

ATCGTATACT
2220

TARATATART
2280

TATAAATCAT
2340

CACGTARACTT

ATGATRGATA

ARARCGTGTTT

TCAGATGTTA

GAARAACTACT

TCTATCTGTT

ARMARAGGATR

GCTGTTGAGT

ATAARRRATAT

GATATTCTAC

GGAGTCAGAA

TATRARTTAC

CAGGTRATAT

ATAATAATGA

ES 2560513 T3

ACTTRARATGGA

TACTACTGTT

CTGTAACTAA

ARTARATTCRG

ATCCARRAAGE

TATGCGARAGT

TATCAGCARRA

TRARGAGGATA

TTRATTCTAR

ATTCCTATCT

ATARTTTACC

TAARRTTGCCA

ATARTCCTAT

AACGAANTAT

TACGTTTARA
TGGRATATTG
TATARTATCA
TAARMAGATA
ARGGCCCTAT
RACRGTTTGT
ACGRTTCATA
TMTMG.;
TCCTACATAC
GCTTARATTT
TATRATTTCT
TATGTACAAT
ATAGGAGTAT

CRAGTARTAGA

18

ATTCCTGGTT

CATAAGGATA

GARTCTATCT

GARATATAANR

TTTACACATA

AAAGATATAR

GGTTTATTTA

GTAATAGGAT

ARTTAGRATTAT

ARTATRAACAG

TTTATCGTCA

TCGTGTAAGR

ATATARTTGA

CAGGARACTGG

TTGATTTTAA

ATGAGAATAT

ATGCAGATTT

CTATGTTTCC

CATCTARCGA

ARRRTCCATT

CATCTGTCGA

GTTTAGAATG

TACTAARCAGHA

AGGRTATAGT

GTTATTGTAG

TAACARAGTG

AAAPGTARAR

CAGATTCTTC
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TTCTARTGRA
2400

AGCTTCATTC
2460

AGTCAGATGA
2520

ATGATATTARR
2580

TTTCTGGATA
2640

ATAATTATTT
2700

CTAATATTAA
2760

ATACAGGCAG
2820

CTGGCCTATG
2880

GRTCCTCTAG
2540

CRAGARAGTATT
A0oo

ARGRTRATCA
3060

CITTTATATT
3120

AGTTARATGC
3180

TACTGAAACS

GTAAGTACTG

ARCGARATTAC

TEAGAMAGTA

TAATTTACTT

TTATARAATA

GGAGGTARRG

TAATTATGAT

ATCTATGGETT

TTTAATAGCC

ATATTTAATA

TTCTACTAART

TTTAGTAGTA

ARATAGCATA

CAATATCGAT

ATCTACAGAC

ES 2560513 T3

CTAAATCTCC

AATATAAATT

AACGATGTTA

CCAGTTAATG

GATATRAAAT

AGGRATTTTT

ATGGTARAAC

AGATCATTTT

TTATATCTAR

AARGATAAAG

GCTACTAATA

TTACTAGARG

TCTATATTTC

TCAACTATGC

ARRATTAGAT

TTTCAGACRC

TAACTTATGS

ATAGACTTAT

ATATTARARAT

TAGTCTATCT

TRGGATTTAC

ACTGTARCGG

ACTCTATARA

CAACKACANA

ATAGTCTATC

TGEAARGAAA

ATTTARRATC

ATCATRACAG

AAGGRATARG

19

ARRAATGATA

ACCTTATTRC

GTATAATATA

TCCATCARCC

ARGATTGTTTA

TTCACATGGA

AGCTGTTATA

GARAGCAGCAT

CATTTTACCA

ARANTTTAAC

TTATCTACAR

TSTATACAAR

TAGACTTAGT

TAGTACATTA

CAATATGCCA

CAGCARATAC

ARACTARACTR

ATARAGARTTC

CCTTCARACC

AGAGATGTAA

ARTGAATTAC

TGTATCARCA

TCTATGGTAR

CAAARTRATAG

GRATGTATGGEC

GATATGRAAG

AACGTGGAAG

ATARCRAAAC

ATCAGTGATA

ATTATGTCTA



ES 2560513 T3

3240

ATARTTTTRAC TTTAGRACTA ARRCGTTCTA CCAATACTAA ARATAGGATA CGTGATRGGC
3300
5

TETTARAAGS TOCAATARAT AGTAAGGATG TAGARGRAAT ACTTTGTTCT ATACCTTOGE
3360

AGGARAGARC TTTAGAACAA CTTAAGTTTA ATCAAACTTG TATTTATGAR CACTATARRR
10 3420

ARATTATGGAR AGATACAARGT ARARGAATGS ATGTTGAATG TCGTAGTTTA GRACATAACT
3480 ’

15 ATACGGCTAA CTTATATAAA GTGTACGGAC AARMCGAATA TATGATTACT TATATACTAG
3540

CTCTCATAAG TRGGATTAAT AATATTATAG AAACTTTARA ATATAATCTG GTGGGGCTAG
1600

20 ACGAATCTAC AATACGTAAT ATAAATTATA TAATTTCACR AAGRACARAR RARARATCARG
3660

TTTCTAATAC CTTATAGATA AARCTATATTT TTTACCACTG A
3701

25

(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:2:
30 () CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 42 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
35 (xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:2:

ATCATCGAGC TOGCGGCOCGC CTATCAARARG TCTTAATGAG TT
42

40 (2) INFORMACION PARA SEC ID NO:3:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 73 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
45 (D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:3:

50 GARATTCCTCGE AGCTGCAGCC COGGGTTTITARA TAGCTARATTA GTCATTTTTT CGTAAGTARG
60
TATTTTTATT TARA
73
55

(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:4:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 72 pares de bases
60 (B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:4:

65

20
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ES 2560513 T3

CCCGEECTEE AGCTCGAGGA ATTCTTITTA TTGATTAACT AGTCARATGR GTATATATAR
&0

TTGARAAAGT AR
72

(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:5:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:5:

GATGATGGTA CCTTCATARR TACARGTTTG ATTARARCTTA AGTIG
15

(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:6:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 53 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:6:
CATCATCATG ATATCCGTTA AGTITSTATC GTAATGACGT ATCCARGGAG GCG
53

(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:7:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:7:

TACTACTACG TCGACTTAGE GTTTARAGTGE GGGGTC
k11

(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:8:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2520 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO: 8:

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

GGTACCTTCA
60

AGGTATAGRA
120

ATCACGTATC
180

CATAATTGGC
240

ACTGATTAAT
300

TGTTATACTA
i60

CRCGTTTTTG
420

CATATCTTGT
480

TACATCGTTA
540

TATTTGTGGT
600

CATAGRATGC
GED

GATRCATATA
720

TTCATTTCCA
T80

ES 2560513 T3

TAARRTRCAAG

CRAAAGTATTT

CTATTTTTAG

ATATTGCTTA

GTACTACTGT

AGTCTRGRTT

TATARCATTTC

AGATARGATA

RATTTTTITC

ARARTGTTTA

TGCTTCCCGT

ACAGCTGTARA

TGTGARAGAT

TTTGATTAAA

CTTCTACATC

TATTGGTAGR

TTCCTTGCAT

TATGATGAAR

TTAMATCTTC

TTTCCATATT

GRCTATCTTT

TTETTETTAG

TAGAGTAARR

TACAGTGTTT

ATCCTRARRR

AGACTAATTT

22

CTTRAGTTGT
CTTACTATTT

ACGTITTAGT
.RG'I'J.'.‘GRGTCT

TATARGARATCSG

TAGTAATATG
BRGTAGCTACT
ATCTTTATTA
ATATAATATT
TGATCTGGCT
TACCATARCC
ATTCCTATCA

TATATCCTTT

TCTRAARGTTC

ATTGCAGCTT

TCTARARGTTA

GTAGATCGTT

ATATTGGCAT

CTATTTAARTA

ACTAAATGAT

GTAGARMATHA

ARATATCTAG

ATTAMACATA

ATRGATCTGC

TAATTATTARA

ACCTCCAART

TTTCCTCCGA

TTARCAGCCT

RAATATTAGA

TCAGTATATC

TTAACTGTTT

TRARAGCTTC

TATCTTCTTT

CTTCTGGECCA

AGGATCCTAT

GGCCAGTTAC

CTGTATTGTT

TATTAGGTARA

AATTATTTAC
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ATCTCTTARR
B4l

TGARGGGGTT
500

CTTTATTATA
960

TAGTTTGTAR
1020

TTGCTGTATC
10B0

AATCTGCCAG
1140

ACTTTTTCAA
1200

CTGCAGCTARA
1280

ATTARGGATC
1320

CTITGAGGGTT
1380

ATCCGTTARG
1440

CGCCCCCGCA
1500

CACCGCTACC
1560

GGATATACTG
1620

ES 2560513 T3

CAATCTATTT TAATATCATT
GATGGAATAR GTCTATTARAC
TTATACCCAT AAGTTAARTT
TAAGGTGTGT CTGRARRART
ATTTTTATCT AATTTTGGAG
TTCCTGTCTA TTACTGATAT
TTATATATAC TCATTTGACT
TTAATTARGC TACAARTAGT
CCCCAGCTTC TTTATTCTAT
GTGTTARATT GAAAGCGAGH
TTTGTATCGT AATGACGTAT
GCCATCTTGG CCAGATCCTC
GTTGGAGARG GRARAATGGC

TCAARGCGTAC CACAGTCACA

AACTGGTATT

ATCGTTARAGT

TATRTTTACT

TAARAGGTRA

ATTTAGCAGT

TTCGTTTCAT

AGTTARTCRA

TTCGTTTTCA

ACTTARMARG

ARTRATCATA

CCARGGAGEC

CGCCECCaCC

ATCTTCAACR

MCGCCCTCCT

23

TTATARTATC

ARATTATTAA

TTCTCATCAT

TTCGTTGRAT

ACTTACTTCA

TATTATATGA

TAARARGART

CCTTGTCTAA

TGARARTRAA

AATTATTTCA

GTTACCGCAG

CCTGGCTCGT

COCGOCTCTO

GGGCGGTGGA

CAGAARMGGTT
TATCATGAAT
CTGACTTAGT
GAAGCTGTAT
TTAGARGARG
TTTATATTIT
TCCTGCAGCT
TRACTAATTA
TACARAGGTT .
TTATCGOGAT
ARAGRAGARCRC
CCACCCOCGT
CCGCACCTTC

CATGATGRGR
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TTTARARTTG
1680

GAARTACTACR
1740

GGTGATAGGE
1800

ACRGCCCTARA
1860

TTCTCCTACT
1520

TTCCAMCCRA
1980

GACCACGTAG
2040

CGTGTAACCA
2100

TAAGTOGRCC
2160

TTARATACTTT
2220

TTATTTATAAR
2280

GCTATCTTTT
2340

ARARTGTGRRC
2400

ATCTTTGAGT
24860

GTAARTATCTA

2520

RCGARCTTTGT

GRATARGARR

GAGTGGGCOTC

CCTATGACCC

ACTCCCGTTA

ATARCAARAG

GCCTOGGCGC

TGTATGTACA

COGGGTTTTT

TTATTGTACT

CTGTAATTTC

TRGTGAGATT

CGTCCAAATT

TATTAATATC

TACTATCTAC

ES 2560513 T3

TCCCCCGGGAR

GGTTARGGTT

CACTGCTGTT

ATATGTAAAC

CTTCACARCCOC

GARATCAGCTT

TGCGTTOGAR

ATTCAGRGRA

ATAGCTAATT

TATGTTARAT

TTTAGCGTAG

TTGATCTATG

TECAGTCATT

ATCTACTTTA

ACCTRACTCA

GGGGGEACCA

GRATTCTGGT

ATTCTAGATG

TRCTCCTCCC

ARRCCTGETTC

TGECTEAGAC

AACACTAART

TTTAATCTTA

AGTCATTTTT

ATARCTGATG

TTRGATGTCC

CAGTTGAAAC

ATATGAGCGT

GAATTGATAG

TTRAGACTTT

ACAARATCTC TATACCCTTT
COTGCTOCCC CATCACCCAG
ATRACTTTGT AACARAGGCOC
GOCATACART CCCCCAACCT
TTCACTCCAC TATTSATTAC
TRCARRCCTC TGGRAATETG
ACGACCAGGA CTACAATATC
ARGACCCCCC ACTTARAACCC
TCETARGTAR GTATTTTTAT
ATAARCAARAT CCATTATGTA
AATCTCTCTC ARATACATCG
TTATGAACGC GTGATGATTA
ATCTATTATC TACTATCATC
GAARATATGAAR TACCTTTGTA

TGATRGEOGE CCOGOGAGCTC

(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:9:
50 () CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 57 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

55 (xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:9:
CATCATCATT CGCGATATCC GTTARGTTTG TATCGTAATG CUCAGCARGR AGRATGG
57

60 (2) INFORMACION PARA SEC ID NO:10:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
65 (D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:10:

24



ES 2560513 T3

TACTACTACG TCGACTCAGT AATTTATTTC ATATGG

EL

5 (2 INFORMACION PARA SEC ID NO:11:
0] CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 3609 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADENA: simple

(D) TOPOLOGIA: lineal
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:11:
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GGTACCTTCR
&0

AGGTATAGRA
120

ATCACGTATC
1B0

CATRATTGGC
240

ACTGATTART
300

TGTTATACTA
360

CACGTTTTTG
420

CATATCTTGT
480

TACARTCGTTA
540

TATTTGTGGT
&00

CATAGARTGC
GED

GATACATATA
720

TTCATTTCCA
T80

ATCTCTTARRA
B840

TARATACARG

CRAARGTATTT

CTATTTTTAG

ATATTGCTTA

GTACTACTGT

AGTCTAGATT

TATACATTTC

AGATARRGATA

AATTTTTTTG

ARARATGTTTA

TGCTTCCCOGT

ACARGCTGTAR

TGTGAAAGAT

CAATCTATTT

TTTGATTARR

CTTCTACATC

TATTGGTAGA

TTCCTTGCAT

TATGATGAAR

TTAANTCTTC

TTTCCATATT

GACTATCTTT

TTETTETTAG

TARGRGTRRRR

TACAGTGETTT

ATCCTRARRR

AGRCTRATTT

TAATATCATT

CTTAAGTTGT

CTTACTATTT

ACGTTTTAGT

AGTTGAGTCT

TATAGRATCG

TRGTRATATG

AGTAGCTACT

ATCTTTATTA

ATATAATATT

TEATCTGECT

TACCATARCC

ATTCCTATCR

TATATCCTTT

RRCTGETATT

25

TCTARRGTTC

ATTGCAGCTT

TCTARAGTTA

GTAGATCGTT

ATATTGGCAT

CTATTTAATA

ACTAARTGAT

GTAGARAATR

ARATATCTAG

ATTARRACARTA

ATAGATCTGEC

TRATTATTARA

ACCTCCARART

TTATARTATC

TTTCCTOCGA

TTARCAGCCT

ARARTATTAGR

TCAGTATATC

TTARCTGTTT

TARRRGCTTC

TATCTTCTTT

CTTCTGGCCA

AGGATCCTAT

GGEOCAGTTAC

CTETATTGTT

TARTTRGGTAR

AATTATTTAC

CAGAAAGGTT
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TGAMGGGETT
500

CTTTATTATA
S60

TAGTTTGTAA
1020

TTGCTGTATC
1080

AATCTGCCAG
1140

ACTTTTTCRA
1200

GGTTTAAGTG
1260

ATATTGTAGT
1320

ACATTTCCAG
13E0

TAARTCRATAG
14470

GGETTGEGEGEGAR
1500

GCCTTTGTTA
1560

TGGETGATGEGE
1620

RAGGGTATAG
1680

GATGGRATRA

TTATACCCAT

TAAGGTGTGT

ATTTTTATCT

TTCCTGTCTA

TTATATATAC

GGGGGTCTTT

CCTGGTCOGTA

AGGTTTGTAG

TGGAGTCARG

TTETATGGOG

CARARGTTATC

AGATTTIGTT

ES 2560513 T3

GTOTATTAAC

ARAGTTRAATT

CTGRARARAT

AARTTTTGGAG

TTACTGATAT

TCATTTGACT

AMNGATTAAAT

TTTACTGTTT

TCTCAGCTAA

AACRGGTTTG

GGAGGAGTAG

RTCTAGAATA

CCAGAATTCA

GETCCOCCCT

ARTCGTTRAGT

TATATTTACT

TARRAGGTAR

ATTTAGCRGT

TTCGTTTCAT

RAGTTARTCAR

TCTCTGAATT

TCGRACGCAG

AGCTGRTTCC

GGTGTGAAGT

TTTACATATG

ACRGCRGTGG

ACCTTARMCCT

CCOGGGGEGRA

26

ARATTATTAA

TTCTCATCAT

TTCGTTGAAT

ACTTACTTCA

TATTATATGA

TAAMRARGAAT

GTACATACAT

CGCCGRGEOC

TTTTGTTATT

ARCGGGRAGTS

GGTCATRCEGT

AGCCCACTCC

TTCTTATTCT

CARRAGTCGTC

TATCATGAAT

CTGACTTAGT

GARAGCTGTAT

TTAGARGARG

TTTATATTTT

TTOGACTTAG

GGTTACACGG

TACGTGGETCC

TEETTGORAG

GTAGGRGARAG

TAGGGCTGTG

CCTATCRCCC

GTAGTATTCA

AARTTTTAARAT
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CTCATCATGT
17440

ARCOTGLGGE
1800

COGEGGTGEA
1860

TGTCTTCTTC
1320

TCGCGATART
1880

ACCTTTGTAT
2040

GCAGCCCTGC
2100

TAATTAATTA
2160

AMRGGTTCTTG
2220

CGLOGATATCC
2280

CARCCACATA
2340

ATACGGRAGC
2400

GARGGRCGRARA
I460

ARRGTGAAGT
2520

CRGAATAARG

TGATGATTAR
i4B0

ACTATCATCA
3540

ACCTTTGTAG
Ae0d0

CGLGAGCTC
3609

CCACCGCCCA

AGAGGCGGET

CGRGCCAGES

TGCGLETARCG

GARATARATTT

TTATTTICAC

AGCTARTTAR

AGGATCCCOC

AGGGTTGTGT

GTTAAGTTTG

RAAGGTGGGT

TCCCAATCTC

CACCTCACCT

GGTRTTTGGGE

BMATRTTGCAG

AATGTGARACC

TCTTTGAGTT

TAATATCTAT

ES 2560513 T3

GGAGGGCETT

GTTGAAGATG

GCGGOGELOGE

CCTCCTTGGA

ATGATTATTT

TTTTTRAGTA

TTARGCTACA

AGCTTCTITTA

TARATTGARAR

TATCGTAATG

GTTCACGCTG

CCTATTTGAT

CCAGGGGTTC

TECCCGCTEC

TARARGRAGGC

GTGACTGTGG

CCATTTTTCC

AGGATCTGGEC

TACGTCATTA

CTCGECTTTCA

TAGRATAARG

AATRGTTTCG

TTCTATACTT

GCGAGARATA

CCCAGCAAGA

AATRATCCTT

TATTITTATTG

GCTRATTTTG

CACATCGAGR

BACTTACTTA

TACGCTTGAC

TICTCCAACG

CAAGATGGCT

CGATACARAAC

ATTTARACACH

ARGCTGEGEGE

TTTTCACCTT

ATCATAAATT

AGARTGGEAMNG

CCGRAGACGA

TTGGCGERGGEA

TGBARGARGCA

AANGCCRAAGE

TTGAATGTGG

AGTATRTCCG

GTAGCGGTGG

GCGGGEECGE

TTAARCGGATA

ACCCTCAAGR

ATCAATTCCT

GTCTAARTRAC

AMNTAARTACA

ATTTCATTAT

AAGCGGACCC

GOGCARGARA

GGEGETAATGAG

RRCTTTTARAT

ARCTGRTCAG

AGCTCCTCGA

GTCCARATTT GCAGTCATTA TATGAGCGTA TCTATTATCT

ATTAATATCA TCTACTTTAG AATTOATAGS AARTATGAAT

ACTATCTACA CCTARCTCAT TRAGARCTTTT GATAGGCGGC
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(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:12:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 53 pares de bases
5 (B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRIPCIONES DE SECUENCIAS SEC ID NO:12:
10
CATCATCATG ATATCCGTTA AGTTTGTATC GTAATGACGT GGCCARGGAG GCOG
53

15
(2) INFORMACION PARA SEC ID NO:13:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
20 (C) CADENA: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID NO:13:

TACTACTACG TOGACTTATT TATTTAGAGG GTCTTTTAGG
40
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REIVINDICACIONES

1. Composicién inmunogénica que comprende (i) un poxvirus recombinante que comprende una molécula de ADN
aislada que consiste en ORF1y ORF2 como los ORF del circovirus porcino tipo 2 (PCV2), en la que el poxvirus es:
ALVAC, o

un poxvirus de canario atenuado, en el que dicho poxvirus de canario se atenda a través de mas de 200 pases en
serie sobre fibroblastos de embriones de pollito, del que una semilla viral original se sometié a cuatro purificaciones
sucesivas en placa bajo agar, de donde se amplificé un clon de placa a través de cinco pases adicionales,

y (ii) un portador.

2. Composicién inmunogénica, segln la reivindicacion 1, en la que el poxvirus recombinante es un poxvirus de
canario ALVAC recombinante.

3. Composicién inmunogénica, segun la reivindicacion 2, en la que dicho ALVAC tiene la secuencia mostrada en la
SEC ID No. 1 y dicho locus C6 se encuentra en una posicion de 377 a 2254 de la SEC ID No 1 y en la que la
molécula de ADN aislada se encuentra en el locus C6 del genoma de poxvirus de canario ALVAC.

4. Composicién inmunogénica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que contiene un adyuvante.
5. Composicién inmunogénica, segun la reivindicacion 4, en la que el adyuvante es un carb6émero.

6. Utilizacion de un poxvirus recombinante que comprende una molécula de ADN aislada que consiste en ORF1 y
ORF2 como los ORF del circovirus porcino tipo 2 (PCV2), en la que el poxvirus es:

ALVAC, o

un poxvirus de canario atenuado, en el que dicho poxvirus de canario se atenla a través de mas de 200 pases en
serie sobre fibroblastos de embriones de pollito, del que una semilla viral original se sometié a cuatro purificaciones
sucesivas en placa bajo agar, de donde se amplificé un clon de placa a través de cinco pases adicionales,

para la preparacion de una composiciéon inmunogénica para inducir una respuesta inmune contra PCV2 en un cerdo
adulto, un cerdo joven o una cerda gestante.

7. Utilizacién, segun la reivindicacion 6, en la que la composicién inmunogénica se formula para la administracion a
una cerda antes de aparearse y de nuevo durante la gestacion.

8. Utilizacidn, segun la reivindicacion 7, en la que la composicion inmunogénica se formula para la administracién
durante la gestacion en aproximadamente las semanas 6-8 de gestacion y/o aproximadamente las semanas 11-13
de gestacion.

9. Utilizacién, segin cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que la composicion inmunogénica se formula
para la administracion a una hembra gestante para conferir inmunidad pasiva a un lechén recién nacido.

10. Utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en la que la composicién inmunogénica se formula
para la administracion a una hembra gestante y a continuacion, a su lechén o lechones después del nacimiento.

11. Utilizacién, segun la reivindicacion 6 ¢ 10, en la que la composicion inmunogénica se formula para la
administracion a un lechén entre el nacimiento y el destete.

12. Utilizacién, segun la reivindicacion 11, en la que la composicion inmunogénica se formula para la administracion
a un lechén en la primera semana de vida o en la tercera semana de vida, y opcionalmente, se formula para la
administracion de nuevo de dos a cuatro semanas mas tarde.

13. Utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en la que la composicidon inmunogénica contiene un
adyuvante.

14. Utilizacion, segun la reivindicacion 13, en la que el adyuvante es un carbémero.

15. Vacuna que comprende (i) un poxvirus recombinante que comprende una molécula de ADN aislada que consiste
en ORF 1y ORF2 como los ORF del circovirus porcino tipo 2 (PCV2), en la que el poxvirus es:

ALVAC, o

un poxvirus de canario atenuado, en el que dicho poxvirus de canario se atenla a través de mas de 200 pases en
serie sobre fibroblastos de embriones de pollito, del que una semilla viral original se sometié a cuatro purificaciones
en placa sucesivas bajo agar, de donde se amplificé un clon de placa a través de cinco pases adicionales;

y (ii) un portador.

16. Vacuna, segun la reivindicaciéon 15, en la que el poxvirus recombinante es un poxvirus de canario ALVAC
recombinante.
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17. Vacuna, segun la reivindicacién 16, en la que dicho ALVAC tiene la secuencia mostrada en la SEC ID No. 1y
dicho locus C6 se encuentra en la posiciéon 377 a 2254 de SEC ID No 1y en la que la molécula de ADN aislada se
encuentra en el locus C6 del genoma del poxvirus de canario de ALVAC.

18. Vacuna, segln cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17, en la que la molécula de ADN aislada se encuentra en
el locus C6 de genoma del poxvirus de canario de ALVAC.

19. Vacuna, segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18, que contiene un adyuvante.
20. Vacuna, segun la reivindicacién 19, en la que el adyuvante es un carbémero.

21. Composicién inmunogénica, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para utilizar en el tratamiento o la
prevencion del sindrome del desmedro multisistémico post-destete (PMWS) o el tratamiento o la prevencién de una
infeccion por PCV2 en cerdo adulto, un cerdo joven o una cerda gestante.

22. Composicién inmunogénica para utilizar, segun la reivindicacion 21, en la que la composiciéon inmunogénica se
formula para la administracion a una cerda antes de aparearse y de nuevo durante la gestacion.

23. Composicién inmunogénica para utilizar, segun la reivindicacion 22, en la que la composiciéon inmunogénica se
formula para la administracion durante la gestacion en aproximadamente las semanas 6-8 de gestacion y/o
aproximadamente las semanas 11-13 de gestacion.

24. Composicién inmunogénica para utilizar, segun la reivindicaciéon 21 a 23, en la que la composicion inmunogénica
se formula para la administracion a una hembra gestante para conferir inmunidad pasiva a un lechén recién nacido.

25. Composicion inmunogénica para utilizar, segun la reivindicacién 21 a 23, en la que la composicién inmunogénica
se formula para la administracion a una hembra gestante y a continuacion, a su lechén o lechones después del
nacimiento.

26. Composicion inmunogénica para utilizar, segun la reivindicaciéon 21 6 25, en la que la composicion inmunogénica
se formula para la administracién a un lechdn entre el nacimiento y el destete.

27. Composicién inmunogénica para utilizar, segun la reivindicacion 26, en la que la composiciéon inmunogénica se

formula para la administracién a un lechén en la primera semana de vida o en la tercera semana de vida, y
opcionalmente, se formula para la administracion de nuevo de dos a cuatro semanas mas tarde.

30



ES 2560513 T3

Hindill (1}
1. ARGCTTCTATCARAAGTCTTARTGAGTTAGGTGTAGATAGTATAGATATTACTACAMAGGTATTCATATT

71 TCCTATCAB'ITCTMGTRGATG&TRTTMMCPCAMNATGATMMMTWTMT

14 ATAATGACTGCAAATTTGGACGGTTCACATTTTAATCATCACGCSTTCATAAGTTTCAACTGCATAGATC

211 AAAATCTCACTAAAAAGATAGCCGATGTATTTGAGAGAGATTGGACATCTAACTACGCTARMAGAAATTAC

281 AGTTATAAATAATACATANTGGATITICTTATCATCAGTTATATTTAACATARGTACAATARAAAGTATT
352 AARATARAAATACTTACTTACGAAARAATGTCATTATTACAAARACTATATTTTACAGAACARTCTATAGT
1t MetSerLeukeuGlnLysLeuTyrPheThr GluGl nSer || eVs

42., AGAGTCCTTTAAGAGTTATAATTTAAAAGATAACCATAATGTAATATTTACCACATCAGATGATGATACT
15" | GluSer PhelysSer TyrAsnLeulysAspAsnHi sAsnVal 1l ePheTht Thr SetAspAspAspThi

491 GTTCTAGTAATAAATGAAGATAARTGTACTGTTATCTACAAGATTATTATCATTIGATAAAATTCTGTTTT
39k ValValVal | | eAsnGl uAspAsnValLeuLeuSer Thr ArgLeuleuSer PheAsplys! | eLeuPheP

561 TTAACTCCTTTAATAACGGTTTATCARAATACGAAACTATTIAGTGATACANTATTAGATATAGATACTCA
62» heAsnSer PheAsnAsnGl yLeuSerLysTyrGl uThr | 1eSerAspThr | ieLauAspl | eAspThr Hi

631 rmﬂnﬂnmwaccrmmmnmmmmmmmma
g5k sAsnTysrTyril eProSer Ser Ser SerLeuLeuAspl | eLeuLysLys ArgAl aCysAsplLeuGl uLeu

701 GRAGATCTAAATTATGCGT TAATAGGRAGACAATAGTAACTTATATTATARLGATATGACTTACATGAATA
104» GluAspLeuAsnTyrAlalaul leGl yAspAsnSerAsnLeuTyrTyrLysAspMet Thr TyrMetAsnA

771 AWAWMWMNWMT&MMMTWW
13z* snTrpLeuPheThrLysGlyLeuleuAspTyrLysPheVe | LeuLeuArgAspValAspLysCysTyrLy

Nrul (880) Ndel {901)
841 ACAGTATAATAAAAAGAATACTATAATAGATATARTACATCGOGATAACAGACAGTATARCATATGGGTT

155¥ sGi nTyrAsnLysLysAsnThr I lelieAspllel | eHi sArgAspAsnArgGl nTyrAsntleT rpval

1911 AARAATGTTATAGRATACTGTICTICCTGGCTATATATTATGGTTACATGATCTARAAGCCGCTGCTGAAG
1790 LysAsnVal |l | eGl uT yrCysSer ProGlyTyrl |l eLeuT rpLevHi sAspLeulysAl eAl sAl aGl uA

8981 ATGATIGGTTAAGATACGATAACCGCTATARACGAATTATCTGCGGATAAATTATACACTTTCGAGTTCAT
202F spAspT cpLevArgTyrAspAsnArgl | eAsnGl uLeuSer Al sAspLysLeuTyrThr PheGluPhel |

1051 AGTTATATTAGARAATARTATAARACATTTACGAGTAGGTACAATAATTGTACATCCAARCARGATAATA
225% eVal Ll eLeuGl uAsnAsnileLysHisLeuArgVal GlyThrilellevVaiHisProAsnLysllelle

1121 GCTRATGGTACATCTARTARTATACTTACTGATTTTCTATCTTACGTAGAAGARCTAATATATCATCATA
249F Al sAsnGl yThr SetAsnAsnl l eleuThrAspPhelLeuSer TyrVal Gl uGl uLeul leTyrHisHisA

EcoRl (1223)
1191 ATTCATCTATAATATTGGCCGGATATTITITTAGAATTCTTTGAGACCACTATTTTATCAGARTTTATTTC

272" snSer Ser:] lel leLevAl sGlyTytPheLeuGl uPhePheGl uThr Thr | | eLeuSer Gl uPhel | eSe

1261 TTCATCTICTGAATGGGTAATGARTAGTAACTCTT TAGTACACCTGAARACAGEGTATGAAGCTATACTC
295F r Ser Ser Ser GluT rpVaiMelAsnSerAsnCysLeuVal HisLeulysThrGlyTyrGl uAlall eLeu

1331 TTTGATGCTAGTTT: ACTAAARGCAATTATGTAARATATTGGACAARGARARCTT
319k PheAspAl aSer LeuPhePheGlnLeuSer Thr LysSerAsnTyrValLysTyrTrpThr LysLysThrl

1401 TGCAGTATAAGAACTTTTTITAAAGACGGTARACAGTTAGCARRATATATAATTAAGARAGATAGTCAGGT
3429 euGinTyrLysAsnPhePhelysAspGlylysGinLeuAlalysTyrlielleLysLysAspSer GinVa
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1873 GATAGATAGAGTATGTTATTTACACGCAGCTGTATATAATCACGTAACTTACTTAATGGATACGTTTAAR
31659 | | leAspArgVal CysTyrLeuHisAl aAlaVal TyrAsnHisVal The TyrieuMetAspThr PheLys

1541 ATTCCTGGTTTTGATTTTAAATTCTCCGGARTGATAGATATACTACTCTTIGGAATATTGCATARGGRTA
3847 | | eP10Gl yPheAspPhelysPheSer GlyMet | 1 eAsplleLeuLeuPheGlylleleuHi sLysAspA

1611 ATGAGAATATATTTTATCCGAARCGTGTTTCTGTAACTARTATARTATCAGAATCTATCTATGCAGATTT
417* snGluAsni | ePheTyrPioLysArgVal Ser Val Thrasniiel teSer GluSer |l eTyrAl aAspPh

168). TTACTTTATATCAGATGTTAATAAATTCAGTAARARGATAGAATATAARAACTATGTTTCCTATACTCGCA
4350 eTyrPhel l eSerAspValAsnLysPheSet Lyslys!leGluTyrLysThiMetPheProll elevAls

1951 GAARACTACTATCCAAMAGGAAGGCCCTATTITACACATACATCTARCGARGATCTTCTGTCTATCTGTT
4sud Gl uAsnT yrTyrProLysGl yA r_gProTerheTthi sThr Set AsnGl vAspLeuLeuSer | | eCyslL

1823 TATGCGARGTAACAGTTTGTAAAGATATARAAAATCCATTATTATATTCTARRARGGATATATCAGCAAR
483 ¥ euCysGl uval Thr Val CysLysAspllelysAsnProleuvleuTyrSerlyslysAsplleSerAlaly
1891 ACGATTCATAGGTTTATTTACATCTGTCGATATAAATACGGCTCTTGAGTTAAGAGGATATARAATANGA
50t} sArgPhel | eGlyLeuPheThr Ser ValAspl | eAsnThr AlaVal GluLeuArgGlyTyrLysileArg

1961 GTAATAGGATGTTTAGARATGGCCTGARARGATAAARATATTTARATICTAATCCTACATACATTAGATTAT
5290 val |1 eGlyCysLeuGl uT rpProGlulysl lelysliiePh eAsnSarAsnProThr Tyrll eArgleul

2031 TACTAACAGRAAGACGTTTAGATATTCTACATTCCTATCTGCTTARATTTRAATATAACAGAGGATATAGC
5520 euLeuThr GluArgArgleuAspl | eLeuHi sSer TyrLeuLeulysPheAsnl eThr Gl uAsp! | Al

2101 TACCAGAGATGGAGTCAGAARTAATTTACCTATARTTTCTTITATCCTCAGTTATTGTAGATCGTATACT
575) aThi AtgAspGl yValArgAsnAsnLeuProllelleSer PhelleVal Ser TyrCysArgSer TyrThr

Ndel (2188)
2171 TATAAATTACTAAATTGCCATATGTACAATTCGTGTAAGATAACARAGTGTARATATAATCAGGTAATAT |
599b TyrLysLeuLeuAsnCysHisMat TyrAsnSer CysLys| leThr LysCysLysTyrAsnGlinval i1 eT"

2241 ATAATCCTATATAGGAGTATATATAATTGAAARAGTARARTATAAATCATATAAT:
€22P yrAsnProlles s 'AATGARACGARATAT

2311

CAGTAATAGACAGGARCTGGCAGATTCTTCTTCTAATGARGTAAGTACTGCTARATCTCCAAARTTAGAT

2381 AAAAATGATACAGCARATACAGCTTCATTCAACGRATTACCTTTTAATTITTTCAGACACACCTTATTALC

2451 ARACTAACTAAGTCAGATGATGAGAAAGTAAATATAAATTTAACTTATGGGTATAATATAATAARGATTC

2521 ATGATATTAATAATTTACTTAACGATGTTAATAGACTTATTCCATCAACCCCTTCARACCTTTCTGGATA

2591 TTATAAAATACCAGTTAATGATATTAARATAGATTGTTTARGAGATGTAAATARTTATTIGGAGGTAAAG

2661 GATATAARATTACTCTATCTTTCACATGGAAATGAATTACCTARTATTAATAATTATGATAGGAATTTTT

2731 TAGGATTTACAGCTGTTATATGTATCAACAATACAGGCAGATCTATGGTTATGGTAARACACTGTARCGG

2801 GAAGCAGCATTCTATGGTARCTGGCCTATGTTTARTAGCCAGATCATTTTACTCTATARRMCATTTTACCA

BamHl (2880)
2871 CARATAATAGGATCCTCTAGRTATTTAATATTATATCTARCARCARCARRRAAATTTAACGATGTATGEC

20941 CAGAAGTATTTTCTACTAATARAGATARAGATAGTCTATCTTATCTACAAGATATGARAGRAGATARTCA

Hindill (3058)
3011 TTTAGTAGTAGCTACTAATATGGAAAGAARTGTATACAAARACGTGGARGCTTTTATATTAAATAGCATA

3081 TTACTAGRAGATTTARARATCTAGACT TAGTATAACAAAACAGTTAAATGCCAATATCGATTCTATATTTC
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ATCATAACAGTAGTACATTAATCAGTGATATACTGAAACGATCTACAGACTCAACTATGCARGGAATARG
CARTRITGUCAATTATGTCTARATAT T TTARC T TTAGARACTARARACGTTCTACCAATACTRAAAATAGGATA
COTGATAGGCTGTTAAAAGCTGCAATARATAGTARGGATGTAGAAGAAATACTTIGTTCTATACCTTCRS
AGGAAAGAACTTTAGARCAACTTAAGTTTAATCRAACTTGTATTTATGARCACTATARAARAATTATGGA
AGATACAAGTAAAAGAATGGATGTTGAATGTCGTAGTTTAGAACATARCTATACGGCTARCTTATATARA
GTGTACGGACAARACGAATATATGATTACTTATATACTAGCTCTCATARGTAGGATTAATAATATTATAG

AARCTTTAARATATAATCTGETGEGGCTAGACGAATCTACAATACGTRATATARATTATATAATTTCACA

AAGAACAARAAARAATCARGTTTCTAATACCT TATAGATAARCTAT ATTTTTTACCACTGA
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Kpnl (1)
GGTACCTTCATAARTACAAGTT TGATTARACT TAAGT TG T TCTARAG T TCTTIOCTCCGAAGE TATAGAA

mmnmmmmmm&ﬁam&mmm.&mmmm
TATTGGTAGARCGTTTTAGTTCTAARGTTAARATATTAGACATARTTGGCATATTIGCT TATTCCTTGOAT
AGTTGAGTCTGTAGATCGTTTCAGTATATCACTG ATTAATGTACTACTGT TATGATGAAATATAGAATCS
ATATTGGCATTTAACTGTTTTGTTATACTAAGTCTAGAT T T TARATC T TC TAGTAATATGCTATTTAATA
TAARAGCTTCCACGTTTT TG TATACATI TCT TTCCATATTAGTAGCTACTACT ARATGAT TATCTTCTTT

CATATCTTGTAGATAAGATAGACTATCTTTATCT T TATTAGTAGAAARTACTTCTGGCCATACATCGTTA

BamHI (532)
AATTTTTTTGTTGTTGTTAGATATAATATTARATATCTAGAGGATCCTATTATTTGTGGTAAAATGTTTA

TAGAGTAAAATGATCTGGCTATTARACATAGGCCAGTTACCATAGAATGCTGCTTICCCGTTACAGTGTTT
TACCATAACCATAGATCTGCCTGTATTGTTGATACATATARCAGCTGTAAATCCTAAAAAATTCCTATCA
TARTTATTAATATTAGGTAATTCATTTCCATGTGAARGATAGACTAATTTTATAY COTTTACCTCCARAT
AATTATTTACATCTCTTARACARTCTATTTTAATATCATTAACTGGTATTTTATAATATCCAGAAAGGTT
TGRAGGGGTTGATGGAATAAGTCTATTAACATCG TTAAGTARATTATTAATATCATGAATCTTTATTATA
TTATACCCATAAGTTAAATTTATATTTACTTICTCATCATCTGACTTAGTTAGTT TG TAATAAGGTGTGT
CTGAARRRATTAAAAGGTAATTCGTTGAATGAAGCTGTATTTGCTG TATCATTTTTATCTAATTTTGGAS

ATTTAGCAGTACTTACTTCATTAGAAGAAGARTCTGCCAGTTCCTGTCTATTACTGATATTTCGTTTCAT

EcoRi
TATTATATGATTTATAT T T T ACTT T T T CAAT T AT AT AT ACTCAT T TGACTAGTTAATCARTARAAAGAAT

TCCTGCAGCCCTGCAGCTAATTAATTAAGCTACAAATAGT T TOGT I TTCACCT TG TCTARTARCTAATTA

BamHl (1266)
ATTARGGATCCCCCAGCTTCTTTATICTATACTTARARRGTGARAATAAATACAAAGG TTCTTGAGGGTT

EcoRV (1378)
Nrul {1374)
MWWTWMNAMHAMTPWWAW

1401 mmmmwc@mmgm
1*MatThr TyrProArgArgArgTyrArgArgArgArgHI sArgProArgSer Hi sLeuGl yGinl | eLeu

1471 CGCOGCCGCCCCTGGCTCGTCCACCCUCGCCACCGCTACCGTTGGAGAAGGAAARATGGCATCTTCARCA
24P ArghrgArgProTrpLeuVal HisProArgHisArgTyrArgT rpArgArglysAsnGlyliePheAsnT

1541 mmm?ﬂTmmmmmm
47 hrArgLeuSer ArgThr PheGlyTyrThr ValLys ArgThr The Val The Thr ProSer T tpAl aValAs

Smel (1644)

1611 CATGATGAGATTTARARTTGACGACTTTGTTCCCCCGGGAGGEGEGACCAACAMAATCTCTATACCCTTT
70P pMe IMe1 A 1gPhelys) i eAspAspPheVal ProProGl yGl yGlyThrAsnLysl leSer | | eProPhe
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EcoRl (1711)
1681 GAATACTACAGAATAAGAAAGGTTAAGGT TGAATTCTGGCCCTGCTCOCCCATCACCCAGESTGATAGSE

93 GluTyrTyrArgl IaMgLysValLysVal GluPheTrpProCysSer Prol | eTh Gl nGl yAspArgG

MNdel
1751 GAGTGGGCTCCACTGCTGTTATTCTAGATGATARCT T TG TAACAAAGGCCACAGCOCTARCCTATCACCE
117% 1yVa i GlySer Thr Al aVal | 1 eLeuAspAspAsnPheVal Thr LysAl eTht Al alLeuThi TyrAspPr

1821 nmmmmammmmmnmmﬂm
140* oTyrValAsnTyrSer SerArgHisThr | leProGl nProPheSer TyrHisSerArgTyrPheThr Pro

1B%5) ARACCTGTTCTTGACTCCACTATTGAT TACTTOCAACCARATAACAAARGRAATCAGCTTTGGCTGAGAL
164* LysProValLeuAspSer The | | eAspT y1PheGl nProAsnAsnkysArgAsnGinLeuT rpLeufrgl

Stul: (1989)
196]. TACAARCCTCTGGARATGTGGACCACGT. AAATACGRACCAGGA

AGGCCTOGGOGCTGCCTTCGAARACAGT
"187% euGl nThr Sef Gl'yAsnVa lAspHisVal Gl yLeuGl yAlaAl aPheGl uAsnSer LysTyrAspGl nAs

2031 CTRACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAATTCAGAGAATTTARTCTTARAGACCOCCCACTTARRCCC
210» pTyrAsni|eArgVal ThriMet TyrVal Gl.nPheArgGl uPheAsnLeuLysAspProProLeuLysPro

Smal (2110)
Sall (2104)
2101 ATAGCTAAT TAGTCATTTTT TCGTAAGTAAGTATTTTTATTTAATACTTT

2171 TTATTGTACTTATGTTARATATAACTGATGATAACAARAT CCATTATGTATTATTTATAACTGTARTTTC

2241 TTTAGCGTAGTTAGATGTCCAATCTCTCT CAAAT ACATCGGCTATCTTTTTAGTGAGATTTTGATCTATG

2311 CAGTTGAARCTTATGAACGCGTGATGATTARRATGTGAACCGTCCARATTTGCAGTCATTATATGAGOGT

2381 ATCTATTATCTACTATCATCATCTTTGAGTTATTAATATCATCTACTTTAGAATTGATAGGARATATGAR

Sacl (2515

Notl (2507)
2451 TACCTTTGTAGTAATATCTATACTATCTACACCTAACTCATTAAGACTTTTGAT

ﬂy; 3k
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Ffua, 6 A

Kpnl (1) .
GGTACCTTCATARATACAAGTT IGATTARACT TAAGT TGT TCTARAGTTCTTTCCTCCGAAGGTATAGAR

71 CAAAGTATTTCTTCTACATCCTTACTATTTAT TGCAGCTTTTARCAGCCTATCACGTATCCTATTTTTAG

141 TATTGGTAGARCGTTTTAGTICTARAGTTAAAATATTAGACATAATTGGCATATTGCTTATTCCTTGCAT

211 AGTTGAGTCTGTAGATCGTTTCAGTATATCACTGATTARTGTACTACTGTTATGATGAARTATAGAATCG

281 ATATTGGCATTTAACTGTTTTGTTATACTAAGTCTAGRTTTTARATCTTCTAGTARTATGCTATTTAATA

351 TAARAGCTTCCACGTTTTTGTATACATTTCT I TCCATATTAGTAGCTACTACTAAATGATTATCTTCTTT

421 CATATCTTIGTAGATAAGATAGACTATCTTTATCTTTATTAGTAGRARATACTTCTGGCCATACATCGTTA

BamMHl {532)
491, AATTTTTITGTIGT TGTTAGATATARTATTAAATATCTAGAGGATCCTATTATTTGTGGTAAAATGTTTA

561 TAGAGTAAAATGATCTGGCTATTAAACATAGGOCAGTTACCATAGARTGCIGOTTOCCGTTACAGTGTTT

TMTMTMMMTMTMMWMWM

701 TAATTATTAATATTAGGTAATTCATTTCCATGTGAAAGATAGACTARTTTTATATCCTTTACCTCCAAAT
AATTATTTACATCTCTTARACAATCTATTTTAATATCATTAACTGGTATTTTATAATATCCAGAAAGGTT
TGAAGGGGTTGATGGAATAAGTCTATTAACATCCTTAAGTAAATTATTAATATCATGAATCTTTATTATA
TTATACCCATAAGTTARATTTATATTTACTTTCTCATCATCTGACTTAGTTAGTTTGTAATARGGTGTGT

CTGRARAARTTARAAGETAAT TCETTGAATGAAGCTC TAT TIGCTGTATCATITTTATCTAATTTTGGAG

1051 mmmm&mmmmmmmm

1121 mmmmmmmnmrmmmh:mmwmmumwmmr

1131 AAGTGGGGGETCTTTAAGATTAAATTCTCTGARTTGTACATACATGETTACACGS

23349ProLysLeuProProAsplysLeuAsnPheGluArgPheGinVal TyrMet Thr ValArgl

Sl (1306)
1261 ATATTCTAGTCCTGGTCGTATTTACTGTTT TCGAACGCAGCGCOGAGGCCTACGTGETCCACATTTCCAG

21241 eAsnTyrAspGl nAspT yrLysSerAsnGl uPheAl aAl aGlyLevGlyvVal Hi sAspValAsnGl ySe

1331 AGGTTTGTAGTCTCAGCCAAAGCTGAT TCCTTT TG T TATTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAGTCAAG

1894 Thr GinLeuArgLeuTrpleuGl nAsnArglLysAsnAsnProGl nPheTyrAspl l eThr SerAspleu

1401 AACAGGTTTGGGTGTGARGTARCGGEAGTGGTAGGAGAAGGETTGEGGGATTGTATGEGCGEGAGEAGTAG
1664Val ProLysProThr PheTyrArgSer HisTyrSer PheProGinProl leThrHisArgSer Ser TyrA

Nde| (1475)
1471 TTTACATATGGGTCATAGCTTAGEGCTGTGECCTTTETTACAMGT TATCATCTAGAATAACAGCAGTGS
1424snVal TyrProAspTyrThr LeuAl aThr Al aLysThe Val PheAsnAspAspleul L eValAlaThr Se
EcoRl (1584)
1541 AGCCCACTCCCCTATCACCCTGGGTGATGEGECGAGCAGGGCCAGAATTCARCCTTAACCTTTCTTATICT
11947 GlyVal GlyA rgAspGl yGlnThr | | eProSer CysProTrpPheGluValLysVailysArglleArg
i Smal (1651)
1611 GTAGTATTCAMAGGGTATAGAGATITIGTTGGTCCOCCCCFCCCGGGGGAACARAGTCGTCAATTTTAAAT
964 TyrTyrGluPheProtleSer i lelysAsnThr GiyGlyGlyProProVal PheAspAspl | eLysPheA .

i
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—
e

pnl (853)
BamHl [1184)
hrazo derecho Ch
pJP107
(6485 bp)
Stul (1858)
Sacl (4256) brazo izguierdo CA Ndei (2127)
Mot {4248}
protrotar HE coRI [2236)
Smal {2303)
prommator HE
PCV2 orf 1
5;1:[; gg:;]} EcoRV (2569)
rul {257
Ndel (3825) me
) BamHI (2764)
EcoRV (3594) Neol {3517) + Secl (3222) Bell (316€) Sacl (2999) EcoRV (2876) Nrul (2872)

39



ES 2560513 T3

168, CTCATCATGTCCACCGCCCRAGGAGGECET TG TGACTGTGGTACGC T TGACAGTATATCOGARGETECCES
Td4rgMetMetAspValAlal rpSer ProThr Thr Vai The Thr ArglysVal Thr TytGlyPheThrArgSe

1751 mmmmmmmmmm
au4rLeuArgThrAsnPhell eGlyAsnlysArgArgTrpArgTyrArgHi sArgProHisVaileuT ipPro

1821 GLGGCGEGECGGAGEATCTGECCAAGATGECTECEEGGEGECGETETC T ICTTCTGOGGTAACGCCTCCTTGGA
264ArgArgArgleul 1eGInGlyleuHisSer ArgProArgHi SArgArgArgArgTyrArgAtgArgProl

Nrul {1921)
EcoRV (1917)
1891 TACGTCATTACGATACAAACTTAACGGATATCGCGATAATGARATAATTTATGATTATTTCTCGCTTTCA
4y 1Thr Met

1561 ATITAACACARCCCTCAAGAACCTTTGTATTTATTTTCACT I TTTAAGTATAGRATAAAGAAGCTGGGES

203.. ATCAATTCCTGCAGCCCTGCAGCTAATTRATTAAGC TACAAATAGTTTCGTTTICACCTTGTCTAATAAC

BamHI (2112)

2101 TAATTAATTAA ATTCTATACTTAARARGTGAAAATARATACAAAGGETTCTTC

EcoRV (2224)

Neul (2220)
2171 AGEGTTGTGTTAAATTGAAAGCGAGAAATAATCATARATTATTTCATTATCGOGATATCCETTARGTTTG

2241 TATCCTAATGCCCAGCAAGARAGAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCACATARAAGGTGEGGTGTTCACGCTG
1PMeiProSer LysLysAsnGl yArgSer GlyProGl nProHisLysArgT rpVal PheThr Leu

Sacl (2347)
2311 AATAATCCTTCCOGAAGACGAGCGCAAGARAART, TCTCCCTATTTGATTATTTTATTG

2P AsnAsnP roSer Gt uASpGl uATgLYsLys I eArgGluleuProl | eSer LeuPheAspTyrPhel [ eV

2381 WMWMMMMW
45} a1 Gl yG1 UGl UGl yAsnGi uGl uGlyArgThr P roHi sLeuGI nGl yPheAl sAsnPheVal LysLysGl

Bell (2514).
245) AACTTTTARTARAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCOCGCTGOCACATORAGARAGCCARAGGARCTGA

TCAG
68» nTht PheAsnLysValLysTrpTyiLeuGl yAl aArgCysHisl | eGl uLysAlalysGlyThrAspGln

Sacl (2570)

252) CAGAATAAAGAATATTGCAGTARAGAAGGCAACTTACTTATTGAATGTGGAGCTCCTCCATCT CAAGGAL
92* GinAsnLysGl uTyrCysSer LysGi uGlyAsnLeuLeut | eGl uCysGl yAl aProArgSer Gl nGl yG

2591 AACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTACCT TG T TGGAGAGCGGGAGTCTGETGACCETTCCAGAGCA
115% InArgSerAsplLeuSer Thr Al aVal Ser Thr LeuLeuGl uSer Gl ySer LeuVal Thr ValAl aGl uGH
2661 GCACCCTGTAACGTTTGTCAGAAATTTCCGCGEGCTGGCTGAACT T T I GAAAGTGAGCGGGARARTGCAG
138F nHisProVal Thr PheValArgAsnPheArgGl yLeuAl aGl uLeuleuLysVal Ser Gl yLysMe1Gin

2731 RAGCGTGATTGGAAGACCAATGTACACGTCATTGTGGGRGCCACCTCGETCTGETAAAAGCAAATGGGECTE
162P LysArgAspT rpLysThrAsnValHisVal | leVal GlyProProGl yCysGl yLysSer LysT tpAl aA

Neol (2865
2801 CTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGE

185P | aAsnPheAl aAspProGluThi Th TyrT rpLysProProArgAsnLysT ipT rpAspGl yTyrHis&

2871 TGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGGCTGCCETCECATGATCTACTGAGACTETGTGAT
208P yGl uGl uValVal Val | ) eAspAspPheTyrGly TrpLeuP1oT rpAspAspleuleuArgleuCysAsp

EcoRV (2942}

2941 CGATATCCATIGACTGTAGRAGACTARAGETGGAACTGTACCT T T TTTGGOCCGCAGTATTCTGATTACCA
232FArgTyrProLeuThr Val GluThiLysGlyGlyThr Val ProPheLeuAl aArgSer | feLeul leTh S
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3011 GCAATCAGACCCCGTTGGAATGGETACTCCTCARCTGC TG TCCCAGCTCTAGAAGCTCTCTATCGGAGGAT
2550 erAsnGlnThr ProLeuGl uT rpTyrSaer Ser Thr Al aVal ProAl aVal GluAl aleul yrArghrgi|

3081 TACTTCCTTGETATTTTGGAAGARTGCTACAGARCAATCCACGGAGGARGGEGECCAGTTCETCACCCTT
272F eThi Ser LeuVal PheT rpLysAsnAl aThr Gl uGl nSer Thr Gl uGl uG! yGi yGI nPheVal Thr Leu

3151

Smal (3199)
Ndel {3173) Sall (3193)
TCCCCCCCATGOCCTGAATTTCCATATGAAAT AAATTACTGAGTCGACCCCGGETTTTTATAGCTAATTA

30%* Ser P1oPtoCysProGluPheProTyrGlul i eAsnTy:

3221
3291
3361
3431
3502

3571

GTCATTTTTTCGTAAGTAAGTATTTTTATTTAATACTTTTTATTGTACTTATGTTARATATAACTGATGA

TAACAARATCCATTATGTATTATTTATAACTGTAATTTCTTTAGCGTAGTTAGATGTCCAATCTCTCTCA

ARTACATCGGCTATCTTTTTAGTGAGATTTTGATCTATGCAGTTGARACTTATGAACGCGTGATGATTAA

AATGTGAACCGTCCAAATTTGCAGTCATTATATGAGCGTATCTAT TATCTACTATCATCATCTTTGAGTT

ATTAATATCATCTACTTTAGAATTGATAGGAAATATGAATACCTTTGTAGTARTATCTATACTATCTACA
Sacl (3604)

Notl (3596)
CCTAACTCATTARGACTTTTGATAGGCGG
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