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DESCRIPCION
Parvovirus atenuado vivo

La invencion se refiere a parvovirus atenuados vivos, sus usos, vacunas que comprende tales parvovirus atenuados
vivos, asi como métodos para su produccion.

El Parvovirus pertenece a la familia de los virus de ADN de cadena sencilla. Los parvovirus pueden causar
enfermedad en diversos animales tales como gatos, perros y cerdos. Debido a que los virus requieren células que se
dividan activamente para replicarse, el tipo de tejido infectado varia con la edad del animal. El tracto gastrointestinal
y el sistema linfatico pueden estar afectados a cualquier edad, conduciendo a vomitos, diarrea e inmunosupresion,
pero la hipoplasia cerebelar solamente se observa en gatos que se infectan en el Gtero o al menos con dos semanas
de vida, y la enfermedad del miocardio se observa en cachorros infectados entre las tres y ochos semanas de vida.

El parvovirus canino (CPV) es una enfermedad particularmente mortal en cachorros, mortal aproximadamente en el
80 %, que causa dafio en el tracto gastrointestinal y deshidratacion, asi como un sindrome cardiaco en muchos
cachorros jovenes. Se propaga por contacto con heces de perros infectados. Los sintomas incluyen letargo, diarrea
grave, fiebre, vomitos, pérdida de apetito y deshidratacion. El parvovirus porcino causa una enfermedad
reproductora en cerdo conocida como SMEDI, lo cual significa nacido muerto, momificacion, muerte embrionaria e
infertilidad. La panleucopenia felina, cominmente conocida como moquillo felino, es una infeccién virica que afecta a
los gatos, causada por el parvovirus felino (FPV), un pariente cercano del parvovirus canino. La panleucopenia felina
es comUn en gatitos y causa fiebre, bajo recuento de globulos blancos, diarrea, y muerte. La infeccion del feto de
gato y gatitos de menos de dos semanas de vida causa hipoplasia cerebelar. El virus de la enteritis de visén es
similar en efecto a la panleucopenia felina, excepto que no causa hipoplasia cerebelar. Un parvovirus diferente
causa Enfermedad de Aleutian en visones y otros mustélidos, caracterizada por linfadenopatia, esplenomegalia,
glomerulonefritis, anemia y muerte. El diagnéstico mas grave de parvovirus es por ELISA. Perros, gatos y cerdos
frecuentemente son vacunados frente a parvovirus.

A nivel de ADN, se sabe que los parvovirus caninos, felinos y porcinos tienen un genoma altamente homdlogo. El
parvovirus canino CPV2 es un virus que es responsable de una enteritis aguda y a veces mortal en perros (Kelly,
Aust. Vet. J. 54; 593, 1978; Appel y col., Vet. Rec. 105; 156-159, 1979). El virus, el cual aparecié primero alrededor
de 1977, probablemente surgié de un virus muy estrechamente relacionado en gatos, el virus de la panleucopaenia
felina (FPLV) por un nimero pequefio de mutaciones en la proteina Unica de la capside; un salto de especie que
puede haber implicado paso intermedio en otros carnivoros tales como visones o mapaches (Truyen y col., Virology
215, 186-189, 1996).

Ya en 1979 aparecieron las primeras variantes de CPV2, llamadas CPV2a, y rapidamente fueron seguidas por la
aparicion de CPV2b en 1984. (Parrish y col., Science 230, 1.046-1.048, 1985, y J. Virol. 65; 6.544-6.552, 1991).

El virus tipo 2 original ya ha desparecido del campo habiéndose reemplazado por los tipos 2a y 2b, aunque las
proporciones relativas de estos dos tipos varia de pais en pais (Truyen y col., supra; Chinchkar y col., Arch. Virol.
151, 1.881-1.887, 2006; Pereira y col., Infect. Genet. Evol. 3, 399-409, 2007). Los cambios de aminoéacidos en la
proteina de la capside (VP2), los cuales caracterizan el cambio desde 2 a 2a y a 2b, estdn muy limitados.
Substituciones en las posiciones 87 (Met a Leu), 300 (Ala a Gly), 305 (Asp a Tyr) y 555 (Val a lle) se dieron en la
evolucion de 2 a 2a 'y 426 (Asn a Asp) y 555 (lle a Val) en el surgimiento de 2b a partir de 2a (Parrish y col., supra;
Truyen y col., J. Virol. 69, 4.702-4.710, 1995). Recientemente, se ha informado que las cepas 2a carecen de la
sustitucion de Val a lle en la posicién 555 (Wang y col., Virus Genes 31, 171-174, 2005; Martella y col., Virus Genes
33, 11-13, 2006). Tal parece que un cambio Unico de aminoacido puede diferenciar las secuencias de VP2 de
CPV2ay CPV2b.

Mas recientemente han surgido cepas en ltalia en las que el aminoacido en la posicién 426 (Asn en 2a y Asp en 2b)
ha llegado a ser un residuo de acido glutdmico (Glu) (Buonavoglia y col., J. Gen. Virol. 82, 3.021-3.025, 2001;
Martella y col., J. Clin. Microbiol. 42, 1.333-1.336, 2004). El hecho de que estas variantes Glu 426, llamadas virus
CPV2c, estén circulando y coexistiendo con otros tipos de CPV en ltalia y otros paises europeos (Decaro y col., J.
Vet. Med. B. Infect. Dis. Vet. Public Health 53, 468-472, 2006) y que también se hayan aislado en paises tan
geograficamente diversos como Vietnam y Escocia (Nakamura y col., Arch Virol. 149, 2.261-2.269, 2004, Spibey y
col., Vet. Microbiol 128, 48-55, 2008) sugiere que tienen una ventaja en al menos una proporcién de la poblacién
canina.

La evolucién relativamente rapida del parvovirus canino ha dado como resultado la pérdida y, a continuacién, la
recuperacion del rango de hospedador felino (Truyen y col., 1996 supra), y esta capacidad recuperada de replicarse
en gatos puede explicar bien el reemplazamiento del virus tipo 2 original con las variantes 2a, 2b y 2c. A finales de
los afios 70 y comienzos de los afios 80 vacunas de FPL tanto vivas como inactivadas se usaron para proteger a los
perros frente a la enfermedad de CPV debido a los antigenos compartidos que estimulaban la protecciéon cruzada,
sin embargo, el nivel de protecciéon que proporcionaban era malo y la duracién de la inmunidad era corta. Estas
vacunas se reemplazaron por vacunas de CPV atenuadas vivas, las cuales proporcionaron buena proteccion y
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mayor duracion de la inmunidad. Actualmente las vacunas atenuadas vivas se derivan de o bien aislados de CPV2b
o0 el virus tipo 2 original. Puesto que el virus tipo 2 se ha reemplazado completamente en el campo por los virus 2a,
2b y ahora 2c ha habido una preocupacion sobre el nivel de proteccién proporcionado por las vacunas tipo 2
atenuadas (Pratelli y col., Clin. Diag. Lab. Immunol. 8, 612-615, 2001; Truyen, Vet. Microbiol. 69, 47-50, 1999).

Sin embargo, basandose en estudios con anticuerpos monoclonales disponibles cada nueva variante antigena ha
perdido al menos un epitopo neutralizante en comparacion con la variante antigua (Strassheim y col., Virology 198,
175-184, 1994; Pereira y col., supra). Previamente se ha demostrado que la vacuna con CPV2 atenuado vivo es
capaz de proteger a los perros frente a las exposiciones en campo a 2a y 2b (Greenwood y col., Vet. Record. 136,
63-67, 1995) aunque estudios de neutralizacion cruzada conducidos in vitro que usan suero cultivado frente a
diversos tipos antigenos muestran diferencias marcadas (Pratelli y col., supra).

Recientemente, se demostré que la vacuna tipo 2 atenuada viva (Nobivac-Intervet) era capaz de proteger a los
perros de la exposicion a la variante de CPV mas reciente, CPV2c (Spibey y col., Vet. Microbiol 128, 48-55, 2008).

No obstante, existe una necesidad en el campo de las vacunas que combinen la induccién de un nivel suficiente de
inmunidad en animales, en particular gatos, perros y cerdos frente a infeccion con parvovirus con un comportamiento
altamente atenuado. Un alto nivel de atenuacién en sinénimo de seguridad, especialmente en animales jovenes y
viejos.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar nuevos parvovirus vivos que estan atenuados, aungue son adn
inmunogenos. Tales virus proporcionan una base para vacunas seguras.

La invencion en su sentido mas amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

A este respecto, una realizacion de la presente invencion se refiere a parvovirus CPV2 atenuado vivo, caracterizada
por que dicho CPV2 comprende un gen de la capside del serotipo de CPV2 2a, 2b 0 2¢ que codifica un aminoacido
distinto de Isoleucina en la posicién de aminoacido 219 de la proteina de la capside y/o un aminoacido distinto de
Glutamina en la posicién de aminoacido 386 de la proteina de la capside, y se caracteriza por que un fragmento de
ADN de una parte de la region de no capside de dicho CPV2 se reemplaza por un fragmento de ADN homélogo de
una parte de la regién de no capside derivado de un segundo parvovirus, en el que dicho fragmento de ADN
homélogo de dicho segundo parvovirus lleva una mutacién atenuante.

El parvovirus CPV2 atenuado vivo de la invencion no es el CPV que esta presente en la vacuna con parvovirus
canino Nobivac Parvo C. Una secuencia comprendida en el CPV de la vacuna con parvovirus canino Nobivac Parvo
C estd dada en SEQ ID NO: 1.

Sorprendentemente se encontrd, que estos dos sitios, en la posicion de aminoacido 219 y 386 del gen de la capside,
juegan un papel importante en la atenuacion del virus. Hasta ahora se asumia que principalmente los aminoacidos
fuera de la regién de la capside estan implicados en la virulencia/atenuacion del virus.

La localizacion de la Isoleucina en la posiciéon de aminoacido 219 de la proteina de la capside y una Glutamina en la
posicion de aminoéacido 386 de la proteina de la capside es idéntica en tanto parvovirus caninos como felinos, sin
reparar en el serotipo.

La técnica anterior describe el CPV que esta presente en la vacuna con parvovirus canino Nobivac Parvo C (Intervet
Schering-Plough Animal Health) que comprende la secuencia dada en SEQ ID NO: 1.

Simplemente para indicar la localizacion de la Isoleucina en la posicién de aminoacido 219 y la Glutamina en la
posicion de aminoacido 386, a continuacion, se muestran los dos aminoacidos (en caracteres en negrita) en un
ejemplo del contexto secuencial encontrado en la mayoria de las cepas CPV y FPV.

yfqwdrtlipshtgtsg (Isoleucina 219 = en negrita)
yafgrghggkttttget (Glutamina 386 = en negrita)

Dependiendo de la cepa que se use como material de partida para la sustitucion de uno o ambos aminoacidos
segun la invencioén, puede ser que una sustitucion sencilla del aminoacido en la posicion 219 o 386 no sea suficiente
para, por ejemplo, hacer al virus seguro en animales muy jovenes. Si se requiere una atenuacién adicional, se
prefiere la sustitucidn de tanto el aminoacido en la posicién 219 como 386.

Por lo tanto, una forma preferida de esta realizacion se refiere a un CPV2 atenuado vivo segun la invencion que
comprende un gen de la capside que codifica un aminoéacido distinto de Isoleucina en la posicion de aminoacido 219
de la proteina de la capside y un aminoéacido distinto de Glutamina en la posicion de aminoacido 386 de la proteina
de la capside.
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Una forma mas preferida de esta realizacion se refiere a un CPV2 atenuado vivo segun la invencién, que comprende
un gen de la capside que codifica una Valina en la posicion de aminoacido 219 de la proteina de la capside y/o una
Lisina en la posicién de aminoacido 386 de la proteina de la capside.

Una forma incluso mas preferida de esta realizacion se refiere a un CPV2 atenuado vivo segln la invencion, que
comprende un gen de la capside que codifica una Valina en la posicion de aminoacido 219 de la proteina de la
capside y una Lisina en la posicién de aminoacido 386 de la proteina de la capside.

Un parvovirus que ya tiene una mutacion atenuante localizada fuera de la region de la capside se puede usar como
el material de partida para la introduccion de una sustitucién de aminoacido para preparar un CPV2 atenuado vivo
segun la invencion. Una alternativa puede ser el reemplazamiento de un fragmento de ADN de una parte de la
region de no capside de un virus que comprende un gen de la capside del serotipo de CPV2 2a, 2b o 2c que codifica
un aminoacido distinto de Isoleucina en la posiciébn de aminoacido 219 de la proteina de la capside y/o un
aminoacido distinto de Glutamina en la posicién de aminoacido 386 de la proteina de la capside, con una region de
no capside homoéloga de una cepa de parvovirus que lleva una atenuacion es esa region. Los parvovirus que llevan
una atenuacion en una parte de la regién de no cépside son, por ejemplo, la vacuna con parvovirus canino
comercialmente disponible Nobivac Parvo C (Intervet Schering-Plough Animal Health).

La ventaja de tal planteamiento es, que tales virus tienen un nivel de atenuacidén incluso mayor que un parvovirus
CPV2 que comprende dicha mutacion atenuante en la regién de no capside pero un gen de la capside del serotipo
de CPV2 2a, 2b o 2c que codifica Isoleucina en la posicién de aminoacido 219 y Glutamina en la posicion de
aminoacido 386 de la proteina de la capside.

Un fragmento de ADN homologo de una parte de la region de no capside de un segundo parvovirus es un fragmento
de ADN que tiene la misma funcién que el fragmento de ADN del parvovirus CPV2 que comprende un gen de la
capside del serotipo de CPV2 2a, 2b o 2c¢ segun la invencién, pero difiere de ese fragmento de ADN en que lleva
una mutacién que conduce a un comportamiento atenuado del virus. Simplemente como ejemplo, si un fragmento de
ADN comprende una mutaciéon atenuante en un fragmento de ADN entre dos sitios de restriccion especificos, y
estos dos sitios de restriccion también estan presentes en la misma localizacién en un virus que no tiene esa
mutacion, el fragmento de restriccion que lleva la mutacion se considerarda homélogo al mismo fragmento del virus
gue no tiene esa mutacion.

Una forma altamente preferida de esta realizacién se refiere a un parvovirus CPV2 atenuado vivo segun la invencion
en el que el fragmento de ADN homélogo de dicho segundo parvovirus lleva una mutacién atenuante en la region no
estructural, en la region desde la posicion 2.061 a 2.070 de SEQ ID NO: 1.

El gen de la capside del virus segun la invenciéon codifica una proteina de la capside del serotipo de CPV 2a, 2b o 2c
gue comprende un aminoéacido distinto de Isoleucina en la posicién de aminoacido 219 y/o un aminoéacido distinto de
Glutamina en la posicion de aminoacido 386.

Otra realizacién de la presente invencion se refiere a vacunas para la proteccion de animales frente a infeccion con
parvovirus CPV2, en la que tales vacunas comprenden un parvovirus CPV2 atenuado vivo segun la invenciéon y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Una cantidad adecuada de parvovirus segin la invencién, para su uso en una vacuna estara en muchos casos
dentro del intervalo de 10° a 10° TCIDso, dependiendo del nivel de atenuacioén y las caracteristicas de replicacion del
virus. Una dosis infecciosa del virus que esta por debajo de 10° TCIDso Se considerara en muchos casos que es
demasiado baja, puesto que el virus tardard mucho tiempo en replicarse a un nivel suficientemente alto para
desencadenar el sistema inmune. Cantidades que superasen el 10° TCIDso no serian atractivas, Unicamente por
razones comerciales.

Una dosis muy adecuada estaria en el intervalo de 10° a 10% TCIDso, incluso mejor entre 10° a 10° TCIDso,

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos en la técnica. Simplemente como ejemplo; tal
vehiculo puede ser tan simple como agua estéril o una solucién tampdn tal como PBS.

Las vacunas segun la invencién se pueden administrar de diversas maneras. Puesto que la vacuna comprende un
virus atenuado vivo, muchas maneras de administracion, tal como administracion oral, intranasal, intramuscular y
subcutanea son viables. Una via de administracion preferida es la administracién subcutanea.

Animales susceptibles a la infeccién por parvovirus tales como, entre otros gatos y perros son frecuentemente
vacunados frente a varias otras enfermedades a la vez. Por lo tanto, seria practico combinar una vacuna segun la
invencion con un antigeno adicional de un virus o microorganismo patégeno a perros y gatos o informacion genética
codificadora de dicho antigeno.
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Por tanto, otra realizacion de la invencion se refiere a una vacuna de combinacién que comprende una vacuna
segun la invencién y un antigeno adicional de un virus o microorganismo patégeno a animales o informacién
genética codificadora de un polipéptido inmunogénico de dicho virus o microorganismo.

El antigeno adicional de un virus o un microorganismo puede ser el virus 0 microorganismo completo (en una forma
atenuada viva o en una forma inactivada) o un polipéptido inmunogénico u otra parte inmunogénica de ese virus o
microorganismo tal como, por ejemplo, un (lipo-)polisacarido, capaz de inducir una respuesta inmune protectora.

Preferiblemente, el virus o microorganismo patégeno a animales se selecciona entre el grupo de Ehrlichia canis,
Babesia gibsoni, vogeli, rossi, Leishmania donovani-complex, adenovirus canino, coronavirus canino, virus del
moquillo canino, Leptospira interrogans serovar canicola, icterohaemorrhagiae, pomona, grippotyphosa, bratislava,
virus de la hepatitis canina, virus paragripal canino, virus de la rabia, Hepatozoon canis, Borrelia burgdorferi,
Bordetella bronchiseptica, virus del Herpes felino, calicivirus felino, panleucopenia felina y Chlamydophila felis.

Las vacunas que comprende virus atenuados vivos deben ser almacenadas a baja temperatura, o tienen que estar
en una forma liofilizada. Las vacunas liofilizadas se pueden mantener bajo condiciones de enfriamiento moderado o
incluso a temperatura ambiente. Con frecuencia, la vacuna se mezcla con establizadores, por ejemplo, para proteger
a las proteinas propensas a degradacién de ser degradadas, para aumentar la semivida de la vacuna, o para
mejorar la eficacia de la liofilizacion. Estabilizadores Utiles son entre otros SPGA, carbohidratos, por ejemplo,
sorbitol, manitol, trehalosa, almidén, sacarosa, dextrano o glucosa, proteinas tales como albdimina o caseina o
productos de degradacion de los mismos, y tampones, tales como fosfatos de metales alcalinos.

Por lo tanto, preferiblemente, la vacuna (de combinacién) segun la invencién esta en una forma liofilizada. Ademas,
la vacuna se puede suspender en un diluyente fisiolégicamente aceptable. Tales tampones pueden ser, por ejemplo,
agua estéril, un tampon y similares.

No hace falta decir, que los diluyentes y compuestos para la emulsiéon o estabilizacion de virus también estan
incorporados en la presente invencion.

Ademas, otra realizacién de la invencion se refiere a métodos para la fabricacién de una vacuna (de combinacién)
segun la invencion en la que estos métodos comprenden la mezcla de un parvovirus CPV2 atenuado vivo segun la
invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otra realizacion mas de la invencion se refiere a parvovirus CPV2 atenuado vivo segun la invencién para su uso
como un medicamento. Mas especificamente, esta realizacion se refiere a parvovirus CPV2 atenuado vivo segln la
invencion para su uso en el tratamiento de la infeccién por parvovirus.

Finalmente, otra realizacion de la presente invencion se refiere a métodos para la preparacion de un mutante de
parvovirus CPV2 segun la invencion, en la que dichos métodos comprenden el intercambio en un gen que codifica
una proteina de la capside del serotipo de CPV2 2a, 2b 0 2c de un parvovirus canino que ya esta atenuado en una
parte ademas de la parte codificadora de la capside de un fragmento de ADN codificador de al menos parte de la
proteina de la capside de parvovirus que tiene en la posicion de aminoacido 219 un codén que codifica Isoleucina
y/o que tiene en la posicién de aminoacido 386 un coddn que codifica Glutamina, por un fragmento de ADN
codificador de al menos parte de la proteina de la capside del parvovirus que tiene en la posicion de aminoacido 219
un codon que codifica un aminoacido distinto de Isoleucina y/o que tiene en la posiciéon de aminoacido 386 un codon
gue codifica un aminoéacido distinto de Glutamina.

Tal intercambio de ADN se puede hacer usando técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la técnica, tales
como mutagénesis dirigida, intercambio de fragmentos de restriccion y similares. Hay varias maneras de realizar la
sustitucion de isoleucina 219 una X1 o glutamina 386 una X2. Tales cambios se podran introducir por sintesis
quimica o PCR seguida de recombinacion del fragmento nuevamente sintetizado con ADN virico.

Ejemplos

Ejemplo 1: Produccién del Clon de parvovirus canino 6 30att

Materiales de partida

Virus
Virus Fuente Sustrato Otra informacion
celular
Nobivac | Intervet (vial de vacuna | A72 El virus es una cepa de tipo 2 datada de antes de 1979
parvo Nobivac parvo C)
Aislado Intervet inc. Millshoro | CrFK Virus tipo 2c aislado en EEUU en 2008. La clasificacion
“Jes” EEUU se realizé por analisis de secuencia de ADN
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Cepas de E. coli

Las cepas de E. coli JC811 obtenidas a partir del centro de reserva genético de E. coli (EEUU) y cepa DL795
(Kramel Biotech UK) se seleccionaron para la propagacion de plasmido de clones infecciosos completos.

Sintesis de ADN

La sintesis de ADN a medida se realizd por Eurofins MWG GmbH. El fragmento de ADN sintetizado se suministr6 en
el plasmido de clonacién pBluescript.

La construccion del clon 630att de parvovirus canino fue un proceso multietapas y esta descrito en el presente
documento en sus etapas separadas.

1) Construccién de un clon molecular infeccioso de Nobivac Parvo C (p154att)

El ADN virico de forma replicativa (RF) se obtuvo a partir de células A72 infectadas con células infectadas por
Nobivac Parvo C usando un método de preparacion “Hirt” modificado (Parrish y col 1988, Virology 166, 293-307). El
ADN virico se digiri6 con un nimero de enzimas de restriccién y el genoma se ensambl6 en pBluescript usando
metodologia de clonacion rutinaria. El esquema de clonacidn esta representado en la figura 1 a 4.

El ADN de RF de CPV 154att primero se sometié a “relleno de extremo” usando la ADN polimerasa de T4. A
continuacion, se digiri6 el ADN con EcoRIl y Spel. Estas enzimas cortaron una vez en las posiciones 1.099 y 3.459
respectivamente. La digestion dio como resultado tres fragmentos marcados A, B 'y C en orden de su tamafio. Los
fragmentos se separaron por electroforesis en gel y, a continuacion, el fragmento EcoRI/Spel (fragmento A) se cloné
en el plasmido pBluescript que se habia preparado por digestion con las mismas enzimas (véase la figura 1). El
fragmento terminal EcoRI (fragmento C) del producto de digestion de ADN de RF, a continuacién, se clon6 en
pBluescript digerido con EcoRI y EcoRV para producir pCPV C (véase la figura 2).

Los fragmentos de parvovirus canino A y C se subclonaron juntos dentro del mismo plasmido. Los plasmidos pCPV
Ay pCPV C se digirieron con Spel y EcoRI. El inserto de CPV se purifico del pCPV Ay la porciéon de vector se tomé
del pCPV C. A continuacion, la ligacién dio como resultado un plasmido en el que se “reunieron” los fragmentos A 'y
C (véase la figura 3). A continuacion, se clono6 el fragmento terminal Spel (fragmento B) del producto de digestion de
ADN de RF de CPV dentro del pCPV AC. El plasmido pCPV AC se digirid con Spel y una enzima Hincll que corta
dejando un extremo romo. Los fragmentos se ligaron y clonaron. (véase la figura 4).

El plasmido resultante se llamé p154att.

La confirmacion de que se habia ensamblado un clone completo se consiguié mediante la transfeccion del ADN del
plasmido a las células A72 dando como resultado la produccién de virus infecciosos.

Se realiz6 el analisis de secuencia de ADN del clon del plasmido; se mostr6 que esta secuencia era idéntica a la
determinada a partir del ADN virico extraido de células infectadas, como se muestra mas a continuacion.

2) Construccion de 2/2c Hibrido D9

El ADN virico se obtuvo a partir de tanto células infectadas por Nobivac parvo C como por separado de células
infectadas por CPV2c “Jes”. Las preparaciones de ADN virico se digirieron cada una con una Unica enzima de
restriccion para producir 2 fragmentos de ADN de cada una. Las digestiones enzimaticas se hicieron de tal manera
que el fragmento a la izquierda del genoma de Nobivac y el fragmento a la derecha del genoma de “Jes” compartian
>200 pb de secuencia solapante. Los fragmentos del extremo izquierdo de Nobivac y del extremo derecho de “Jes”
se separaron, purificaron y mezclaron (Figura 7).

La transfeccion de las células A72 y CrFK con estos fragmentos solapantes permitid que el virus infeccioso se
produjera por recombinacién natural. Los virus resultantes se clonaron por dilucién limitante y se llamaron 2/2c
hibrido D9.

3) Construccion del Clon 630.

El clon 630 se desarrollé a partir del clon de plasmido infeccioso pl54att y ADN preparado a partir del 2/2c¢ hibrido
D9.

La enzima de restriccidon Pacl corta el genoma de CPV en dos lugares alrededor de las posiciones 561 y 4.651; los
extremos alejados derecho e izquierdo del genoma. Por lo tanto, el plasmido pl54att se digiri6 con Pacl y el
fragmento Pacl de alrededor 4 kpb que contenia mas del 80 % del genoma se separ6 del vector y las secuencias
terminales y se reemplazé con el obtenido a partir del ADN del 2/2¢ hibrido D9. El plasmido resultante se llamé
p630. Esto esta ilustrado en la Figura 5.
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Como se predijo, la transfeccién de las células A72 o CrFK con p630 da como resultado la generacion de virus
infeccioso, este virus se llama 630.

El virus 2/2c hibrido D9 tipo 630 mantenia un bajo nivel de patogenicidad.

4) Construccion del Clon 630att

El virus 630 mostré algunas sefiales clinicas de bajo nivel cuando se inyecto6 en perros.

Una parte del gen de la capside se sintetiz6 quimicamente incorporando cambios de aminoacidos observados en
Nobivac parvo C pero no se encontrd que se diera en cepas de campo. A continuacion, este fragmento se sustituy6

por la misma regién en el plasmido p630 para crear el plasmido p630att; esto esta ilustrado en la Figura 6.

Se sintetiz6 la secuencia de ADN correspondiente a la de entre las posiciones 3.356 y 4.029 en el genoma de CPV.
La secuencia de ADN exacta, proporcionada en el presente documento como SEQ ID NO: 2, se muestra a

20

continuaciéon

1 agatctgaga cattgggttt ttatccatgg aaaccaacca taccaactcc

atggagatat tattttcaat gggatagaac attagtacca tctcatactg

101 gaactagtgg cacaccaaca aatatatacc atggtacaga tccagatgat

gttcaatttt atactattga aaattctgtg ccagtacact tactaagaac

201 aggtgatgaa tttgctacag gaacattttt ttttgattgt aaaccatgta

gactaacaca tacatggcaa acaaatagag cattgggctt accaccattt

301 ctaaattctt tgcctcaagc tgaaggaggt actaactttg gttatatagg

agttcaacaa gataaaagac gtggtgtaac tcaaatggga aatacaaact

401 atattactga agctactatt atgagaccag ctgaggttgg ttatagtgca

ccatattatt cttttgaggc gtctacacaa gggccattta aaacacctat

501 tgcagcagga cgggggggag cgcaaacaga tgaaaatcaa gcagcagatg

gtgatccaag atatgcattt ggtagacaac atggtaaaaa aactaccaca

601 acaggagaaa cacctgagag atttacatat atagcacatc aagatacagg
aagatatcca gaaggagatt gg

Los sitios de la enzima de restriccién Bgl Il y Xcml estdn mostrados en negrita y subrayados.

La secuencia se liberé del plasmido en el que se proporcioné por digestion con Bgl Il y Xcml. Los fragmentos de
ADN se separaron por electroforesis en gel de agarosa y el fragmento de 672 pb se aisl6 y se purifico.

La transfeccion de las células A72 o CrFK con p630att dio como resultado la generacion de virus infeccioso (630att)
gue cuando se administra a cachorros no da sefiales clinicas.

En un estudio comparativo, se compararon una vacuna que comprendia el clon 630 y una vacuna que comprendia el
clon 630att. Se vacunaron subcutdneamente cinco perros MDA negativos 10%° a 10%® TCIDs del clon 630 por 1 ml.
Esto condujo a sefiales leves a moderadas en todos los perros. El cambio de peso durante el periodo de 5 dias fue
de -6 % en promedio en los 5 perros, de la siguiente manera a partir de la tabla de a continuacion.

dia -1 dia +3 dia +4 dia +5 Cambio
Clon 630 964 7145 6740 6440 6650 -7
320 7840 7625 7270 7060 -10
148 6115 5915 5665 5740 -6
761 5740 5525 5595 5530 -4
959 5040 4890 5030 4910 -3
| Media | 6376 | 6139 | 6000 | 5978 | -6

Se vacunaron subcutaneamente perros MDA negativos 10%° a 10%° TCIDs, del Clon 630att por 1 ml.

En este grupo, no se observaron sintomas clinicos, aumentos de temperatura, leucopaenia, diarrea o vomitos.
Ademas, hubo una ganancia sustancial de peso en este grupo, de la siguiente manera a partir de la tabla de a
continuacion.
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Ganancia de peso %
Dias-4a0 Dias 0 a +7 Dias +7 a +14
Grupo 1 630att 7 13 11

Por lo tanto, se concluyé que las vacunas basadas en el clon 630att verdaderamente se comportan atenuadas
cuando se comparan con el clon 630, y tienen un excelente perfil de seguridad.

Ejemplo 2: generaciéon de un virus recombinante que t iene_una_mutaciéon _atenuante fuera del gen de la
capside

La cepa 154att se obtuvo a partir de un Nobivac Parvo C comercialmente disponible (Intervet Schering-Plough
Animal Health) y la cepa Jess era un aislado de campo de un virus tipo 2c.

Los virus se cultivaron en células de rifidn caninas o felinas adherentes (por ejemplo, A72 y CrFK) usando medio
M6B8 que contenia suero fetal bovino al 5 %. El ADN de forma replicativa (RF) se prepard a partir de cultivos de
célula infectada usando una modificacion del método “Hirt” estandar (McMaster y col. 1891).

El ADN de RF preparado a partir de la cepa 154att se digirié con la enzima de restriccion Pstl y los fragmentos se
separaron por electroforesis en gel de agarosa. La banda de 3.055 pares de bases (pb) (correspondiente al extremo
a la izquierda del CPV) se escindié del gel y se purificé usando columnas de extraccion en gel Qiagen Qiaquick. El
ADN de RF aislado de las células infectadas por CPV Jess se digirié con la enzima de restriccién Xmnl. De nuevo se
separaron los fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa seguido de una purificacion de una
banda de aproximadamente 2.750 pb (correspondiente al extremo a la derecha del CPV que incluye la secuencia de
la capside) usando columnas de extraccion en gel Qiagen Qiaquick.

Los fragmentos de 3.055 pb y 2.750 pb purificados de 154att y Jess se combinaron y se sometieron a transfeccion
dentro de células A72 y CrFK en cultivo. Las transfecciones se realizaron usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
con aproximadamente 3 pg de cada fragmento, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Después de la transfeccion, las células se sometieron a subcultivo y a seguimiento mediante el ensayo de
hemaglutinacion (HA). El virus se detectd por HA en el subcultivo 4. La determinacion de la secuencia de ADN de los
virus hibridos se realiz6 usando los protocolos de secuenciacion de ADN estandares que usan o bien modelos de
fragmento de PCR o ADN de RF. El virus se purific6 mediante dilucién limitante en células caninas o felinas
susceptibles adherentes.

Ejemplo 3: Virus recombinante construido a partir del ADN virico clonado

El virus recombinante se generd a partir de fragmentos clonados. El genoma de la cepa 154att de virus se cloné
dentro del vector de clonacion estandar pBluescript (Stratagene inc.). Para mantener las secuencias terminales
palindrémicas intactas el plasmido se propag6 en el hospedador bacteriano DL795 que es defectuoso en un nimero
de sistemas de recombinacion.

La clonacion de genomas de parvovirus se ha descrito en la bibliografia y las técnicas requeridas son conocidas por
algunos expertos en la técnica.

El clon de 154att obtenido (p154att) se digirié con la enzima de restriccién Pac | de manera que no se permitié que la
digestion llegara a finalizacién, es decir, la digestion de la enzima de restriccion era solamente parcial. A
continuacién, los fragmentos digeridos se sometieron a digestién con la enzima de restriccion Xmn I. A continuacién,
los fragmentos de ADN digeridos se separaron por electroforesis en gel de agarosa y el fragmento indicado en el
diagrama de mas adelante se escindi6 del gel y se purificé usando columnas de extraccion en gel Qiagen Qiaquick.
Los sitios Pac a la derecha y Xmn | flanquean la region de la capside en el genoma de parvovirus. El gen de la
capside de 154att se reemplaz6 por el gen de la capside de una cepa virulenta de CPV como sigue. El sitio Xmn | y
el Pac | a la derecha indicados en la figura 8 caen fuera de las fronteras del gen de la capside. La secuencia de
aproximadamente 110 pb entre el sitio Pac | y el extremo del gen de la cépside difiere significativamente entre la
cepa 154att y los aislados virulentos. Hasta ahora no hay cambios de secuencia registrados en la secuencia corta (-
55 pb) entre el sitio Xmn | y el comienzo del gen de la capside. Por lo tanto, para limitar el intercambio de material
justo a la secuencia de la capside; se sintetizd6 quimicamente la secuencia de la capside de CPV virulenta y se
mantuvo la secuencia especifica a vacuna entre el sitio Pacl y la sefial de parada de la capside.

A continuacién, se muestra la secuencia quimicamente sintetizada que contiene el gen de la capside de CPV. La
secuencia como se muestra a continuacién se proporciona en el presente documento como SEQ ID NO: 3.
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AGAGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACTTCTGAACAATTGGAAGAAGATTTTCGAGA
Xmn T

CGACTTGGATTAAGGTACGATGGCACCTCCGGCAAAGAGAGCCAGGAGAGGTAAGGGTGT
GTTAGTAAAGTGGGGGGAGAGGAAAGATTTAATAACTTAACTAAGTATGTGTTTTTTTAT
AGGACTTGTGCCTCCAGGTTATAAATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGA
ACCAACTAACCCTTCTGACGCCGCTGCAAAAGAACACGACGAAGCTTACGCTGCTTATCT
TCGCTCTGGTAAAAACCCATACTTATATTTCTCGCCAGCAGATCAACGCTTTATAGATCA
AACTAAGGACGCTAAAGATTGGGGGGGGAAAATAGGACATTATTTTTTTAGAGCTAAAAA
GGCAATTGCTCCAGTATTAACTGATACACCAGATCATCCATCAACATCAAGACCAACAAA
ACCAACTAAAAGAAGTAAACCACCACCTCATATTTTCATTAATCTTGCAAAAAAAAAAAA
AGCCGGTGCAGGACAAGTAAAAAGAGACAATCTTGCACCAATGAGTGATGGAGCAGTTCA
ACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCAACAGGATCTGGGAACGGGTC
TGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAA
TCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAG
ACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTT
GGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGATGATACTCATGCACAAATTGTAAC
ACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCA
ACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAA
TGTTGTTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAA
TGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCC
AGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCC
ATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGG
CACACCAACAAATATATACCATGGTACAGATCCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGA
AAATTCTGTGCCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTT
TTTTGATTGTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTT
ACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGG
AGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGA
AGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTTTGAGGC
GTCTACACAAGGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGA
TGAAAATCAAGCAGCAGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAA
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AACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGG
AAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAGAAGA
TAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATAT
ATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGG
TCAAATTTGGGATAAAGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACC
ATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAAC
AAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTT
TTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCC
AATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGG
AGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAGCTAGCACCTAGAAAATTATATTAACATAC
TTACTATGTTTTTATGTTTATTACATATCAACTAACACCTAGAARAATTATATTAATATAC
TTACTATGTTTTTATGTTTATTACATATTATTTTAAGATTAATTAAGGCGCGCC
PacI

Los sitios Xmn | y Pac | estan indicados y subrayados. El codon de parada (TAA) de la regién codificadora de la
capside La secuencia codificadora de la capside (Vpl/Vp2) esta en negrita.

El fragmento sintetizado se liberd del plasmido en el cual se proporciond usando las enzimas Xmn | y Pac |, a
continuacion, se ligé al fragmento mostrado en la Figura 9. La E. coli (cepa DL795) competente se transformé con la
mezcla de ligacién usando protocolos estandares y bacterias portadoras de los plasmidos recombinantes aislados y
purificados. A continuacién, el plasmido resultante p1542c ilustrado mas adelante (Figura 10) se preparé a partir de
la E. coli clonada.

El virus hibrido se preparé como sigue. EI ADN del plasmido p1542c se someti6 a transfeccion dentro de células A72
o CrFK en cultivo. Las transfecciones se realizaron usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) con aproximadamente 3
microgramos de ADN, siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de la transfeccién, las células se
sometieron a subcultivo y a seguimiento mediante ensayo de hemaglutinacién (HA). El virus se detecté por HA en el
subcultivo 4. La determinacion de la secuencia de ADN de los virus hibridos se realiz6 usando protocolos de
secuenciacion de ADN estandares que usan o bien modelos de fragmento de PCR o ADN de RF. El virus se purificé
por dilucion limitante en células caninas o felinas susceptibles adherentes.

Leyenda de las figuras.

Figura 1: Construccion de pCPV A

Figura 2: Construccion de pCPV C

Figura 3: Construccion de pCPV AC

Figura 4: Construccién de pCPV 154att

Figura 5: Construccién de p630

Figura 6: Construccién de p630att

Figura 7: representacién esquematica del método de recombinacién natural (no GM) de obtencion de un aislado
de virus hibrido 2/2c. Dos fragmentos solapantes de la vacuna tipo 2 y el virus de campo tipo 2c se sometieron a
transfeccion dentro de células y virus aislados después de la recombinacién homéloga.

Figura 8: representacion esquematica del clon de plasmido infeccioso de la cepa de CPV 154att que muestra los
sitios de enzima de restriccion Pac | y Xmn |. Los recuadros sombreados ilustran las secuencias palindromo
terminales.

Figura 9: esquema que muestra el producto seleccionado de la digestion parcial Pac I/Xmn | que se seleccioné
para la manipulacion adicional.

Figura 10: plasmido que contiene el ADN del virus de vacuna 154att en el que el gen de la capside esta
sustituido por una secuencia de la capside de CPV2c virulenta.
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atcaatgttt
gogegetgec
aatgataggce
cgtggttaaa
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caattcaaaa
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aaccaaatga
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aaatgaatat
ctgaaaagat
acagacataa
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taagtactga
gcacacttta
aggaaacaaa
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gaatgttgaa
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agaaatggac
tgcattaatt
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taatcaattt
aagtaagcaa
gaggattgga

cattaagtta
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gacg¢aagtte
acaggteata
tttaaacttg
acaaaccata
ctttgactaa
ttaaagaaac
ctaaatggaa
acatcttktaa
tgggaatcgg
aaaaaatgte
tttatteaac
aagaacttac
agatggttgg
gaaattgcayg
aaagactaty
aaaaaaatty
aaakttaact
atgaaaccag
attcaaacta
gtaacatcac
caaccaggag
agaacaaaaa
tttgatcttg
aaagtttgtc
ctttttoatg
gtgggtaaty
aataaaaatt
aaagcaattt
attgaaccaa
tgtgaagaaa

gtatgtaage

acgtacgtat
cgtacgctec
ggcgagaaaa
gaccgttact
ccatgtctygy
atgcagaaaa
aggatgttcg
ttagaggage
aagttgatayg
tttttgaagt
atgaatgggg
aacaagcaac
tgactctttg
aagatagtga
ttaaaatggt
teocacatgac
ttatgaagta
aaaccgttga
aaaaggaagt
ctgaagactg
gtgaaaatct
cagcatttga
caaattctag
acgctatage
gaccagcaag
ttggctgtta
taatttggat
gttctggaca
ctccagtaat
gaccrtgaaca

ttecaggaga
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gacgtgatga
ttggtcagtt
ggtggcggge
gacatteget
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tgaagcattt
ctggaacaac
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totegecaaa
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atggatcaaa
aagcaagtac
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ggctggeoatt
ctacgcagac
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aatatgatag
ggotattete
caaattgtca
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tgtactttge
caaccagata
acacttgaaa
gaaaaagcag
atttttagaa
aatagacaayg
tctatcatey
aatgtaaact
ggtaactttg
attgatcaaa
aatgaaaata
ataagagaca

gttgataaag
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tacaagaagy
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tgagagccat
gtacgatgge
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ctgacgcege
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tattaactga
gtaaaccace
aagraaaaayg
aacctgctgt
gtggtggttc
aatttitgga
atatgecaga
ttaacggaasa
ttgatgcaaa
ctatgagtga
ctgtttcaga
cattgatggt
ctgagacatt
tteaatggga
tataccatag
tacacttact
catgtagact
attctttgceo
aaagacgtag
gaccagctga
catttaaaac
cagatggtaa
gagaaacacc
gagattggat
caacagatce
gtectttaac

aagaatttga

tttaaktatgt
tcattgggga
tataaattea
agaccaagtt
tac¢tccagat
tcacaaagac¢
ctttacttet
acetocggea
agatttaata
atatcttgyy
tgcaaaagaa
atattttteg
ggggaaaata
tacaccagat
acctcatatct
agacaat¢tt
cagaaatgaa
tgggggtyty
aaacggatgg
aagtgaaaat
catggettta
tgetbaggya
gttgeattta
atctgetact
tgcattagat
gggtttttat
tagaacatta
tacagatcca
aagaacaggt
aacacataca
tcaaktctgaa
tgtaactcaa
ggttggttat
acctattgca
tecaagatat
tgagagatct
tcaaaatatt
aattggaggt
tgcattaaat

tactgactta
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gcatggttag
aaagraccag
ccaggtegoa
cacgtacgta
acgoctatiy
gtgcaagcga
gaacaattgg
aagagagcea
acttaactaa
cetgggaaca
cacgacgaay
crageagate
ggacattatt
catccatcaa
ttoatcaate
gecaccaatga
agagctacag
gggatttota
gtggaaatca
tatagaagag
gatgatatte
gtrtggtcta
gttagttttg
cagccaccaa
agtaataata
ccatyggaaac
gtaccatcte
gatgatgttc
gatgaatity
tggcaaacaa
ggagctacta
atgggaaata
agtgcaccat
gcaggacggy
geatttggta
acatatatag
aacttraacc
aaaacaggaa
aatgtaccac

aaatcaagac

ttaaacatgg
aatgggatga
aagacttaga
tgactoegga
cagaaactge
gtccgacgkg
aagaagattt
ggagaggtaa
gtatgtgttt
gtcttgacca
cttacgetge
aacgettrat
tttttagage
catcaagacc
ttgcaaaaaa
gtgatggage
gatctgggaa
cgggtactkt
cagraaacte
tggttgtgaa
atgcoacaaat
atccaggaga
aacaagaaat
ctaaagttta
ctatgceaktt
caaccatace
atactggaac
aattttatac
ctacaggaac
atagagcakt
actttggtga
caaactatat
attattettt
ggggageygcoa
gacaacatgg
cacatcaaga
ttcctgtaas
ttaactatac
cagtttatce

ttcatgtaaa
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ttatgaatca
aaactgggcy
gacacaagceg
cgtagtggac
Aaaatcaacaa
gtecogaaata
tegagacgac
gggtgtgtia
ttttatagga
aggagaacea
trabcttege
agatcaaact
taaaaaggca
aacaaaacca
aaaaaaagoc
agttcaacca
cgggtctgga
caataatcag
aagcagactt
taatatggat
tgtaacacct
ttggoaacta
ctcbtaatgktt
taataatgat
tactccagea
aactocatyg
tagtggcaca
cattgaaaat
attbetttit
Jyggcktacca
tataggagtt
tackgaagct
tgagacgteot
aacagatgaa
taaasaaact
tacaggaaga
aaatgataat
taatatattt
aaatggtcaa

tgcaccattt

accatgygeta
gagcctaaaa
geoaagecaatac
cttgcactgg
tcaaaccaac
gaggcagace
ttggattaag
gtaaagtggg
cttgbgectc
actaaccoctt
tetggtaana
aaggacgeta
attgctecag
actaaaagaa
ggtgcaggac
gacggtggte
ggcggagggty
acggaattta
gtacatttaa
aaaactgcag
tggtcattgg
atktgttaata
gtcttaaaga
ttaactgcat
getatgagat
agatattatt
ccaacaaata
toctgtgocag
gattgtaaac
ccatttetaa
caacaagata
actattatga
acacaaggge
aatcaagcag
accacaacag
tatccagaag
gtattgerac
aatacttatg
atttgggata

gtektgteaaa
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<210>2
<211>672
<212> ADN

ataattgtcce
ctgatgecate
aattagtatt
gtattaatgt
tatatgaaaa
tgtttattac
tgtttattac
tttgatatag
acatttagat
ttgttatggt
tcaataaaag
taccataagt

gactgactgg

<213> parvovirus

<400> 2

<210>3

agatctgaga
tatttLcaak
aatatatacc
ccagtacact
aaacecatgta
ctalaattoLt
gataaaagac
atgagaccag
gggccattcta
gcagcagatyg
acaggagaaa

gaaggagatt

<211> 2451

<212> ADN

<213> parvovirus

<400> 3

tggtcaatta
tgctaatatyg
taaagctaaa
agataaccaa
atctcaacta
atatcaacta
atattatttt
gatttagaayg
catagttagt
gtgggtggtt
acatttaaaa
atcaatctgt

cctggttggt

cattgggttt
gggatagaac
atggtacaga
tactaagaac
gactaacaca
tgcctcaage
gtggtgtaac
ctgaggttgg
aaacacctat
gtgatccaag
cacctgagag

99
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tttgtaaaag
tcaagaakkg
ctaagageek
tttaactaty
gcacctagaa
acacctagaa
aagattaatt
gtttgttaca
agtttgtttt
ggttggtteg
ctaaatggec

ctttaagggy

tyc

ttatccatgg
attagtacca
tccagatgat
aggtgatgaa
tacatggcaa
tgaaggaggt
tcaaatggga
ctatagtgca
tgcagcagga
atatgcattt

atttacatat

ttgegectaa
taacttacte
ctcatacttyg
taccaagtaa
aattatatta
aattatatta
aaattacage
tggtatacaa
ataaaatgta
cccttagaat
tocgtatactg

ggggtgggtg

aaaccaacca
tcteatacty
gttcaatttt
tttgctacag
acaaatagag
actaacttry
aatacaaact
ccatattatt
cgggggggayg
ggtagacaac

atagcacatce

13

tttaacaaat
agatttttgg
gaatccaatt
tattggaggt
acatacttac
atatacttac
atagaaatat
taactgtaayg
ttgtaaacta
atgttaagga
fctataaggt

ggagatgcac

taccaactce
gaactagtgg
atactattga
gaacattttt
cattgggctt
gtratatagg
atattactga
cttttgaggce
cgcaaacaga
atggtaaaaa

aagatacagg

gaatatgate
tggaaaggta
caacaaatga
atgaaaattg
tatgtttrta
tatgttttea
tgtacttgta
aaatagaaga
ttaatgtatg
ccaaaaaaaa
gaactaacct

aacatcagta

atggagatat
cacaccaaca
aaattctgtg
ctttgattgt
accaceattt
agttcaacaa
agctactate
gtctacacaa
rgaaaatcaa
aactaccaca

aagatatcca

4320

4380

4440

1500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

S9003

6uU

izo

180

240

300

360

420

480

5S40

&00

660

672



agaggcagac
cttggattaa
agtaaagtygy
agrigtgcet
aactaaccet
ccctggtaaa
taaggacgct

aattgctcca

ctgagagecca
ggtacgatgg
g9ggagagga
ecaggttata
tctgacgecg
aacccatact
aaagattggg

gtattaactg
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totttactec
cacctoegge
aagatttaat
aatarottgg
ctgcaaaaga
tatatktectc

gggggaaaat

atacaccaga

tgaacaattg
aaagagagce
aacttaacta
goctgggaac
acacgacgaa
gecageagat
aggacattat

tecatccatca

14

gaagaagatt
aggagaggta
agtatgtgtt
agtcttgacc
gettacgety
caacgettta
ctttttagag

acatcaagac

ttecgagacga
agggtgtgtt
tttttatagg
aaggagaacc
cttatctteg
tagatcaaac
ctaaaaaggc

caacaaaacc

&0

120

180

240

00

160

420

480



<210> 4
<211> 17
<212> PRT

aactaaaaga
cggtgcagga
agacggtggt
aggegggggt
gacggaattt
tgtacattta
taaaactgca
ttggtcattg
aattgttaat
tgttttaaag
tttaactgca
agctatgaga
gagatattat
accaacaaat
ttctgtgcca
tgattgtaaa
accatttcta
tcaacaagat
tactattatg
tacacaaggg
aaatcaagca
taccacaaca
atatccagaa
tgtattgcta
taatacttat
aatttgggat
tgtttgtcaa
tgaatatgat
gtggaaaggt
tcaacaaatg
tatgaaaatt
ctatgttttt

ctatgttttt

<213> parvovirus

<400> 4

agtaaaccac
caagtaaaaa
caacctgetg
ggtggtggtt
aaattttrgg
aatatgccay
gttaacggaa
gttgatgcaa
actatgagty
agtgtttcag
tcattgatgg
tctgagacat
tttcaatggg
atataccatg
gtacacttac
ccatgtagac
aattctttge
aaaagacgcyg
agaccagetg
ccatttaaaa
gcagatggeyg
ggagaaacac
ggagattgga
ccaacagate
ggtcoktiaa
aaagaatttg
aataactgte
cctgakgcat
aaattagtac
agtattaatg
gtatatgaaa
atgtttacta

atgtttatta
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cac¢cicatkat
gagacaatct
tcagaaatga
ctgggggtat
aaaacggatg
aaagtgaaaa
acatggcttt
atgcttgggg
agttgcattt
aatctgctac
ttgcattaga
tgggttttta
atagaacatt
gtacagatcc
taagaacagyg
taacacatac
cteaagetga
gtgtaactca
aggttggtta
cagctattge
atccaagata
ctgagagatt
ttcaaaatat
caattggagg
ctgcattaaa
atactgactt
ctggtcaatt
ckgctaatat
ttaaagctaa
tagataacca
aatcteaget
catatcaact

catattattt

ttteattaat
tgcaccaatg
aagagcaaca
ggggatttct
ggtggaaate
ttatagaaga
agatgatact
agtttggtte
agttagtttt
tcagccacca
tagtaataat
tccatggaaa
aatagcatct
agatgatgtt
tgatgaatit
atggcaaaca
aggaggtact
aatgggaaat
tagtgcacca
agcaggacgg
tgocatttggt
tacatatata
taactttaac
taaaacagga
taatgtacca
aaaaccaaga
atttgtaaaa
gtcaagaatt
actaagagcece
atttaactat
agcacctaga
aacacctaga

taagattaat

15

cttgcaaaaa
agtgatggag
ggatctggga
acgggtactt
acagcasact
gtggttgtaa
catgcacaaa
aatccaggag
gaacaagaaa
actaaagctt
acctatgecat
ccaaccatac
catactggaa
caattttata
gctacaggaa
aatagagcat
aactttggtt
acaaactata
tattattett
gggggagcgc
agacaacaty
gcacatcaayg
cttectgtaa
attaactata
ccagtttate
cttcatgtaa
gttgegecta
gtaacttact
tetecatactt
gtaccaagta
aaattatatt
aaattatatt

taaggcgcde

aaaaaaaagc
cagetoaace
acgggtcetgg
tcaataatca
caagcagact
ataatttgga
ttgtaacacc
attggcaact
ttttcaatgt
ataataatga
ttactecage
caactccatyg
ctagtggcac
ctattgaaaa
cartittett
tgggoetace
atataggagt
ttactgaagce
ttgaggegtc
aaacagatga
gtcaaaaaac
atacaggaag
cagaagataa
ctaatatatt
caaatggtca
atgcaccatt
atttaacaaa
cagatttttyg
ggaatccaat
atattggagyg
aacatactta
aatacactta

<

540

5§00

660

T20

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260
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1380

1440
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1560
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1740

1800

1860
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Tyr Fhe Gln Trp Asp Arg Thr Leu Val Pro Ser His Thr Gly Thr Ser

1 3 10 15
Gly
<210>5
<211>17
5 <212> PRT
<213> parvovirus
<400> 5
Tyr Ala Phe Gly Arg Gln His Gly Lys Lys Thr Thr Thr Thr Gly Glu
1 -] 190 s
Thr

10

16
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REIVINDICACIONES

1. Parvovirus CPV2 atenuado vivo, caracterizado por que dicho CPV2 comprende un gen de la capside de los
serotipos 2a, 2b o0 2c de CPV2 que codifica un aminoacido distinto de Isoleucina en la posiciéon de aminoacido 219
de la proteina de la capside y/o un aminoacido distinto de Glutamina en la posicién de aminoacido 386 de la proteina
de la capside, y caracterizado por que un fragmento de ADN de una parte de la regién de no capside de dicho
CPV2 esta reemplazado por un fragmento de ADN homélogo de una parte de la regiéon de no capside derivado de
un segundo parvovirus, en donde dicho fragmento de ADN homélogo de dicho segundo parvovirus lleva una
mutacion atenuante.

2. El CPV2 atenuado vivo segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho CPV2 comprende un gen de la
capside que codifica un aminoacido distinto de Isoleucina en la posicién de aminoacido 219 de la proteina de la
capside y un aminoécido distinto de Glutamina en la posicion de aminoacido 386 de la proteina de la capside.

3. El CPV2 atenuado vivo segun la reivindicacion 2, caracterizado por que dicho CPV2 comprende un gen de la
capside que codifica una Valina en la posicién de aminoacido 219 de la proteina de la capside y/o una Lisina en la
posicion de aminoacido 386 de la proteina de la capside.

4. El parvovirus CPV2 atenuado vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que dicho
fragmento de ADN homologo de dicho segundo parvovirus lleva una mutacién atenuante en la region no estructural,
en la regién desde la posicion 2.061 a 2.070 de la SEQ ID NO: 1.

5. Vacuna para la proteccién de animales frente a infeccion con parvovirus CPV2, caracterizada por que dicha
vacuna comprende un parvovirus CPV2 atenuado vivo segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Vacuna de combinacion para la proteccion de animales frente a patégenos, caracterizada por que dicha vacuna
de combinacién comprende una vacuna segun la reivindicacion 5 y un antigeno adicional de un virus o de un
microorganismo patdégeno a animales o informacién genética codificadora de una proteina inmunogénica de dichos
virus o microorganismo.

7. Vacuna de combinacion segun la reivindicacion 6, caracterizada por que dichos virus o microorganismo
patégeno a animales se seleccionan entre el grupo que consiste en Ehrlichia canis, Babesia gibsoni, vogeli, rossi,
Leishmania donovani-complex, adenovirus canino, coronavirus canino, virus del moquillo canino, Leptospira
interrogans serovar canicola, icterohaefraorrhagiae, pomona, grippotyphosa, bratislava, virus de la hepatitis canina,
virus paragripal canino, virus de la rabia, Hepatozoon canis, Borrelia burgdorferi, Bordetella bronchiseptica, virus del
Herpes felino, calicivirus felino, panleucopenia felina y Chlanrydophila felis.

8. Método para la fabricacién de una vacuna segun la reivindicacién 5 o una vacuna de combinacion segin las
reivindicaciones 6 o 7, caracterizado por que dicho método comprende la mezcla de un parvovirus CPV2 atenuado
vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. El parvovirus CPV2 atenuado vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso como medicamento.

10. El parvovirus CPV2 atenuado vivo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en el tratamiento
de infeccién por parvovirus.

11. Método para la preparacion de un mutante del parvovirus CPV2 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizado por que el método comprende la etapa de alteracion en un gen que codifica una proteina de la
capside de los serotipos 2a, 2b 0 2c de CPV2 de un parvovirus canino que ya esta atenuado en una parte distinta de
la parte codificadora de la capside mediante técnicas de ADN recombinante de un coddn en la posicion de
aminoacido 219 que codifica Isoleucina y/o un coddn en la posicion de aminoacido 386 que codifica Glutamina, en
un codon en la posicién de aminoacido 219 que codifica un aminoécido distinto de Isoleucina y/o un codén que
codifica un aminoéacido distinto de Glutamina en la posicién de aminoacido 386.

12. Método para la preparacion de un mutante del parvovirus CPV2 segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizado por que el método comprende el intercambio en un gen que codifica una proteina de la capside de
los serotipos 2a, 2b 0 2¢c de CPV2 de un parvovirus canino que ya esta atenuado en una parte distinta de la parte
codificadora de la capside de un fragmento de ADN codificador de al menos parte de la proteina de la capside del
parvovirus que tiene en la posicién de aminoacido 219 un codén que codifica Isoleucina y/o que tiene en la posicion
de aminoacido 386 un coddn que codifica Glutamina, por un fragmento de ADN codificador de la misma parte de la
proteina de la capside del parvovirus que tiene ahora en la posicion de aminoacido 219 un codén que codifica un
aminoacido distinto de Isoleucina y/o que tiene en la posicion de aminoacido 386 un coddn que codifica un
aminoacido distinto de Glutamina.
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