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DESCRIPCION
Vacunas que contienen variantes genéticas de parvovirus canino
Antecedentes de la invencién
Campo de la invencion

La invencion por lo general se refiere a formulaciones de vacuna de parvovirus canino (CPV) mejoradas y ensayos
de diagnostico. En particular, la invencion proporciona formulaciones de vacuna de CPV mejoradas y ensayos de
diagndstico que comprenden variantes de CPV dominantes de nueva aparicién que circulan en la actualidad en
poblaciones caninas.

Antecedentes de la invencion

El parvovirus canino (CPV) es principalmente un patégeno entérico que infecta a los perros, especialmente a los
perros jovenes. La infeccion por parvovirus se caracteriza por diarrea aguda, fiebre y leucopenia en perros y
cachorros de mas de 4 a 5 semanas de vida y enfermedad miocardica en cachorros mas jovenes. La tasa de
mortalidad por la enfermedad en perros no vacunados es muy alta. Aunque hay disponibilidad de vacunas contra el
CPV, dado que el CPV es un virus de ADN monocatenario y tiene una capacidad extrema de mutar, el virus muestra
una notable capacidad de variar antigénicamente y de ese modo eludir la proteccion inmunoldgica proporcionada por
las vacunas. Por lo tanto, es necesario un control constante del tipo antigénico y del genotipo del agente causal.

El CPV se aislo por primera vez en 1978 y se denomind "CPV-2" para distinguirlo del virus del parvovirus diminuto
canino (CMV o CPV-1). Generalmente se cree que el CPV-2 es una variante genética del virus de la panleucopenia
felina (FPV) o del virus entérico del vison (MEV) y estd genética y antigénicamente muy relacionado con los
parvovirus que infectan a visones, zorros, mapaches y otros carnivoros. La capside del CPV contiene un genoma de
ADN monocatenario de aproximadamente 5200 bases con solo dos marcos de lectura abiertos, aunque al menos
cuatro proteinas estan codificadas debido a un corte y empalme de ARNm alternativo. La capside del parvovirus
esta formada por dos proteinas virales (VP), VP1y VP2, siendo VP2 la principal proteina de la capside inmunitaria
del parvovirus. Una variante genética del aislado del CPV original se identificé en 1979-1980 y se denominé CPV
tipo 2a. A mediados de la década de 1980, se identificd otra variante, tipo 2b, y desde entonces, los tipos 2a y 2b
parecen haber desplazado completamente al CPV-2 original. Las vacunas actuales estan dirigidas solo contra las
variantes 2a y 2b, pero la variante 2a ya no se detecta en Estados Unidos. Para una revision del descubrimiento y
evolucion del CPV, véase Parrish y Kawaoka, 2005.

CPV-2b se diferencia de CPV-2a solo en dos posiciones de aminoacidos: Asn-426 en 2a (codificado por AAT) es
Asp en 2b (codificado por GAT) e lle-555 en 2a es Val en 2b. El cambio de lle-555 a Val es en realidad una reversion
a la secuencia original de tipo 2. Parecia que los tipos antigénicos CPV-2a y 2b eran relativamente estables durante
varios afios. Sin embargo, en 2000 se describidé una variante "2c" en la que la posicién 426 esta codificada con Glu
por GAA (la posicion 555 sigue siendo Val). La variante 2c ha sido informada en ltalia (Buonavoglia et al., 2001),
Vietnam (Nakamura et al., 2001) y otros paises, incluyendo Espafia (Nakamura et al., 2004; Decaro et al., 2006),
pero hasta ahora no ha habido informes confirmados de la variante 2c en Estados Unidos, y las vacunas de CPV no
se han actualizado para incluir las variantes de este tipo. Esto es de especial importancia porque, a diferencia de las
variantes descritas anteriormente que infectan principalmente a cachorros, CPV2c tiene la capacidad de infectar a
perros adultos. Ademas, la secuencia de una variante 2b con variaciones de coddn en las posiciones 494 y 572 se
presenté en GenBank (gi: 54646340) en 2003 y fue informada por Shackelton et al., en 2005 (Proceedings National
Academy Sciences 102: 379-384), pero no se propusieron alteraciones en la vacuna de CPV o las composiciones de
diagndstico basadas en las secuencias de este tipo. Esto se puede deber en parte a la naturaleza de las
mutaciones, que son "silenciosas" con respecto a los aminoacidos codificados, es decir, la secuencia de
aminoacidos traducida de 2b y la variante 2b con variaciones del codén en las posiciones 494 y 572 son las mismas.
Sin embargo, los estudios recientes con respecto al sesgo del codén (Enserink, 2008. Science 320: 1709; Coleman
2008, Science 320; 1784-87) muestran que el sesgo del coddn puede ser una herramienta evolutiva muy importante
de los organismos. Enserink afirma que "... muchos organismos, incluidos los virus, tienen un sesgo hacia ciertos
codones en sus genes. Esto puede deberse a que esos codones son mas faciles de traducir en los ribosomas ... lo
que acelera la produccion de proteinas ...". Por lo tanto, para combatir enfermedades con éxito para las que los virus
son el agente etioldgico, es aconsejable controlar continuamente las variantes de reciente aparicion e incluir
variantes prevalentes en preparaciones de vacunas nuevas y actualizadas, incluso si los cambios que se detectan
no dan como resultado un cambio en una secuencia de aminoacidos traducida.

Aparecen varios problemas cuando las vacunas no se actualizan. En primer lugar, incluso los perros vacunados
pueden ser susceptibles de infeccion por variantes de CPV que no estan incluidas en la vacuna. En segundo lugar,
cuando los perros vacunados enferman, sus duefios frecuentemente afirman que las cepas virales en la vacuna
causaron la enfermedad. Frecuentemente esto ha dado como resultado el pago de una compensacion a los
propietarios, ya que no existe una forma practica para que la compafia de vacunas proporcione evidencias al
contrario.
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Se han propuesto varias preparaciones de vacuna de CPV:

Los documentos de Patente de Estados Unidos N.°° 4.193.990 y 4.193.991 de Appel et al., describen vacunas de
virus heterotipico e inactivado ("muerto"), respectivamente, en los que la vacuna a modo de ejemplo proporcionaba
contra el CPV original.

El documento de Patente de Estados Unidos N.°4.303.645 de Carmichael et al., describe una vacuna que
comprende un CPV atenua lo producido mediante pasaje en serie prolongado del virus en lineas de células no
oncogénicas. La vacuna a modo de ejemplo también protege contra el aislado de CPV original.

Tanto el documento de Patente de Estados Unidos N.° 4.971.793 de Wood et al., como el documento de Patente de
Estados Unidos N.° 5.882.652 de Valdes et al., describen vacunas de subunidad recombinante que comprenden la
proteina VP-2 del CPV producida en baculovirus recombinante. La proteina VP-2 no es de tipo o subtipo
especificado.

El documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.885.585 de Parrish et al., describe una vacuna de CPV que
comprende una forma atenuada de una variante 2b.

El documento WO2008/157236 se refiere a vacunas de parvovirus canino y diagnésticos y métodos para su uso.

Truyen et al., Veterinary Microbiology 117 (2006) 9-13) se refiere a la evolucion del parvovirus canino y la necesidad
de nuevas vacunas.

El documento W02008/032796 desvela una vacuna para infeccion por el virus del moquillo canino, infeccién por el
tipo 2 de adenovirus canino o infeccién por el parvovirus canino, que se puede administrar por via oral.

Debido a la capacidad del virus CPV para mutar y desarrollar nuevas variantes antigénicas, existe una necesidad en
desarrollo de controlar la conformacion genética de variantes de CPV y de desarrollar vacunas y ensayos de
diagndstico que reflejen las variantes de CPV actuales.

Sumario de la invencién

La presente invencidén proporciona vacunas actualizadas para prevenir la infeccion por CPV, y métodos de
diagnéstico para detectar variantes de CPV nuevas y de reciente aparicion. Las vacunas y métodos de diagndstico
se basan en el descubrimiento de variantes de CPV desconocidas y no apreciadas previamente, y tienen en cuenta
a la aparicion de formas mutantes del virus para las que las formulaciones de vacuna y diagnésticos anteriores no
son adecuadas. Las vacunas de la presente invencién proporcionan proteccion frente a formas de reciente aparicion
de CPV, y los diagnésticos proporcionan la capacidad para detectar las formas recién evolucionadas del virus, de las
cuales ambas capacidades no estaran disponibles previamente. En particular, las nuevas variantes raras son Uutiles
como variantes de "marcador" en vacunas. El uso de la variante de marcador hace posible las investigaciones
forenses con respecto a si 0 no los sintomas de la enfermedad en un animal vacunado con la variante de marcador
estan causados por la vacuna, o por otra cepa de CPV.

Las nuevas formulaciones de vacuna incluyen CPV atenuado completo con ADN monocatenario que tiene las
caracteristicas que se definen en las reivindicaciones:

2bA494A572 es una variante 2b de CPV que contiene al menos los siguientes cambios: el codén que codifica la
posicion 494 de la proteina VP2 es TGC en lugar de TGT, y el codén que codifica la posicion 572 de la proteina VP2
es GTC en lugar de GTA. Estos cambios no dan como resultado cambios de aminoacidos (tanto TGC como TGT
codifican cisteina y tanto GTC como GTA codifican valina). Sin embargo, esta variante produce enfermedad en
animales que ya se han vacunado previamente con vacunas convencionales, disponibles en la actualidad y se
deberian incorporar en nuevas formulaciones de vacuna. Aunque previamente se describieron cambios en las
posiciones 494 y 572, no se observaron. Ademas, este aislado americano puede contener otras mutaciones. La
secuencia de 2b se presenta en la SEQ ID NO: 1.

2bA431A494A572 (también denominado "2bA431" en el presente documento) es una variante rara 2b de CPV
recién descubierta (por ejemplo, una variante 2bA494A572) en la que la posicién 431 que codifica el codon de la
proteina VP2 es CTG en lugar de CTA. Aunque este cambio tampoco da como resultado un cambio de aminoacidos,
esta variante sin embargo también produce enfermedad en animales vacunados y se puede incorporar en nuevas
formulaciones de vacuna. De forma significativa, debido a su escasez, 2bA431 representa una secuencia de
"marcador" de vacuna ideal. La secuencia de 2bA431 se presenta en la SEQ ID NO: 2.

2bA426A484A494A\546A572 (también denominado "2bA426A484A546" en el presente documento) es una variante
2b de CPV recién descubierta (es decir una variante 2bA494A572) que contiene los mismos cambios que
2bA494A572 y, ademas, tiene cambios en las posiciones 426, 484 y 546. La posicion 426 esta codificada por GAC
(en lugar de GAT), la posicion 484 esta codificada por GTG (en lugar de GTA) y la posicion 546 esta codificada por

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 650 622 T3

AAC (en lugar de AAT). Estos cambios no dan como resultado cambios de aminoacidos (tanto GAC como GAT
codifican asparagina, tanto GTG como GTA codifican valina, y tanto AAC como AAT codifican asparagina. Sin
embargo, esta nueva variante, que se aisl6 de animales que previamente se habian vacunado con vacunas
convencionales, disponibles en la actualidad, es muy citopatica y se deberia incorporar en nuevas formulaciones de
vacuna, y se puede utilizar como una vacuna de marcador como se describe a continuacion. La secuencia de
2bA426A484A546 se presenta en la SEQ ID NO: 6.

La variante 2c americana (o de Estados Unidos) es la primera variante 2c aislada en Estados Unidos y es la variante
2c predominante (81 %). Esta variante también se denomina "variante 2c principal" o "2c americana principal”. La
secuencia de esta variante se presenta en la SEQ ID NO: 3.

2cA440 (también mencionado en el presente documento es una variante 2c de CPV recién descubierta en la que la
posicion 440 que codifica el codon de la proteina VP2 es GCA, en lugar de ACA, lo que da como resultado un
cambio en la secuencia de aminoacidos de treonina (ACA) por alanina (GCA) en esta posicion. Esta variante
produce enfermedad en animales vacunados y se deberia incorporar en nuevas formulaciones de vacuna. En la
actualidad esta variante es una variante secundaria (19 %) y en el presente documento también se denomina
"variante 2c secundaria" o "2c Americana Secundaria". La secuencia de esta variante se presenta en la SEQ ID
NO: 4.

2cA430A440, una variante adicional de 2cA440, que, ademas de contener GCA en el codén para la posicion 440,
también varia de las secuencias 2c conocidas por que tiene la leucina en la posicion 430 codificada por TTA en lugar
del TTG habitual. La secuencia de 2cA430A440 se presenta en la SEQ ID NO: 5.

Todas estas variantes de CPV se detectaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se aislaron en
cultivo celular a partir de perros infectados con CPV y/o sus cachorros que ya se habian vacunado contra CPV
usando vacunas comerciales convencionales. Por lo tanto, estas variantes de reciente aparicién son capaces de
escapar de la vigilancia inmunoldgica en perros vacunados de acuerdo con los protocolos actuales, tanto si la
variacion cambia (por ejemplo, 2cA440 di 2cA430A440 en parte) como si no cambia (por ejemplo, 2bA494A572,
2bA431, 2bA426A484A546) en la secuencia de aminoacidos de la proteina VP2 en las posiciones indicadas.
Ademas, las técnicas de diagnostico disponibles en la actualidad para uso en campo no detectan las nuevas
variantes de CPV y reaccionan escasamente, lo que conduce a una disminucion de la sensibilidad. La presente
invencion resolver estos problemas proporcionando vacunas y diagnosticos que tienen en cuenta las nuevas
variantes.

En el presente documento también se ensefia un método para propagar el canino parvovirus, en particular las
variantes descritas en el presente documento, que no producen un efecto citopatico (CPE) o que solamente
producen un CPE leve, cuando se cultivan solo en células CRFK. El método comprende la etapa de cultivo del
parvovirus canino en una mezcla de células de rifion felino de Crandall Reese (CRFK) y células Vero en un medio
adecuado. La etapa de cultivo se realice en condiciones que permiten que el parvovirus canino se propague a
titulaciones mas elevadas que las alcanzadas cuando el CPV se cultiva solo en células CRFK.

La invencion también proporciona una vacuna de parvovirus que comprende una o mas variantes de CPV como se
presenta en las reivindicaciones. El nivel de neutralizacion de la una o mas variantes de CPV es al menos 4 veces
menor que el nivel de neutralizacién de una o mas variantes de CPV seleccionadas el grupo que consiste en CPV-2,
CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c, como se determina usando suero de un animal vacunado con una vacuna que
comprende una o mas variantes de CPV, CPV-2, CPV-2a, CPV-2b y CPV-2c. En algunas realizaciones, los niveles
de neutralizacion se determinan mediante un ensayo de neutralizacion de suero y se expresan como titulo de
neutralizacion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Secuencia 2bA494A572 a modo de ejemplo (la secuencia de acidos nucleicos presentada en la SEQ ID
NO: 1) en la que el codén para la posicion 494 es TGC y el coddn para la posicion 572 es GTC. Se muestra la
secuencia de acidos nucleicos que codifica los aminoacidos a 572 de la proteina VP2.

Figura 2. Una secuencia 2bA431 a modo de ejemplo (la secuencia de acidos nucleicos presentada en la SEQ ID
NO: 2) en la que el coddén para la posicion 431 es CTG. Se muestra la secuencia de acidos nucleicos que
codifica los aminoacidos 426 a 572 de la proteina VP2.

Figura 3. Se muestra la secuencia de acidos nucleicos que codifica los aminoacidos 426 a 572 (la secuencia de
acidos nucleicos presentada en la SEQ ID NO: 3) de la proteina 2c VP2 americana principal.

Figura 4. Una secuencia 2cA440 (2c americana secundaria) a modo de ejemplo (la secuencia de acidos
nucleicos presentada en la SEQ ID NO: 4) en la que el codon para la posicion 440 es GCA en lugar de ACA, que
codifica alanina en lugar de treonina. Se muestra la secuencia de acidos nucleicos que codifica los aminoacidos
426 a 572 de la proteina VP2.

Figura 5. Una secuencia 2cA430A440 a modo de ejemplo (la secuencia de acidos nucleicos presentada en la
(SEQ ID NO: 5).

Figura 6. Supuesta estructura plegada asociada con la variante 2c (SEQ ID NO: 7).
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Figura 7. Supuesta estructura plegada asociada con la variante 2bA431 (SEQ ID NO: 8).

Figura 8. Supuesta estructura plegada asociada con la variante 2cA430A440 (SEQ ID NO: 9).

Figura 9. Una secuencia 2bA426A484A494A546A572 (la secuencia de acidos nucleicos presentada en la SEQ
ID NO: 6).

Descripcion detallada de las realizaciones
Preferentes de la invencion

La presente invencion proporciona vacunas y diagnésticos de CPV, cuyas composiciones incluyen variantes recién
descubiertas que reflejan las tendencias evolutivas de CPV. Cada una de las variantes se aislé de un perro que ya
se habia vacunado para CPV, pero que sin embargo contrajo CPV puso enfermo. Por lo tanto, para detener o limitar
la propagacion de CPV, estas nuevas variantes se prevén incorporar en protocolos de vacunas. Ademas, como se
describe con detalle a continuacién, la identificacion de estas variantes ha conducido al descubrimiento de una
region hipervariable en el genoma del CPV.

El descubrimiento de las variantes que se describe en el presente documento ha conducido la identificacién de una
region hipervariable (HPV) fundamental del genoma del CPV. En el pasado, solamente se habian considerado
importantes los nucledtidos en las posiciones 1276 a 1277. Sin embargo, los descubrimientos epidemiolégicos que
se describen en el presente documento han mostrado que la regién de HPV critica cae realmente casi en la parte
media del genoma del CPV desde la posicion 1275-1326 del gen de VP2 completo. Esta regién de HPV incluye al
menos dos codones hipervariables criticos, los codones 426 y 440 del gen VP2. Preferentemente, la region
hipervariable comprende la regién que comienza un nucleétido antes del codén 426 al codon 440. Sin quedar ligado
por la teoria, es probable que la significancia bioldégica de esta regién de HPV esté relacionada con la estabilidad
termodinamica de las estructuras que son formadas por la secuencia, como se discute con mas detalle a
continuacion.

Las seis variantes son las que siguen a continuacion:

1) 2bA494A572 es una variante 2b de CPV en la que el codon para la posicion 494 de la proteina VP2 es TGC
en lugar de TGT y el coddn para la posicion 572 de la proteina VP2 es GTC en lugar de GTA. Ninguna de estas
mutaciones producen un cambio en los aminoacidos codificados (Cys en la posicion 494 y Val en la posicion
572) y esta secuencia se han descrito anteriormente. Sin embargo, previamente no se observé que estos
cambios permitieran que el virus evitara la eliminacion inmunolégica en los hospedadores vacunados con las
vacunas disponibles en la actualidad, como se describe en el presente documento. Esta variante se representa
en la Figura 1, en la que se muestra una parte de los aminoacidos 426 a 500 32 que codifican un gen 2b (es
decir 426 = GAT) de VP2. Los dos codones mutantes (494 y 572) se muestran en letra negrita y subrayada.

2) 2bA431 es una variante 2b de CPV rara que contiene un cambio de CTA a CTG en la posicion 431 que
codifica el codon. El aislado de 2bA431 original también incluia las mutaciones 2bA494A572 y por lo tanto es
2bA431A494A572. Sin embargo, la invencion incluye cualquier secuencia de CPV (2a, 2b o 2c) que incluya CTG
en la posicion 431 codificante del codén de la proteina VP2. Esta mutacién no da como resultado un cambio de
aminoacidos (tanto CTA como CTG codifican Leu) pero, debido a su escasez, 2bA431 representa una secuencia
de "marcador" de vacuna ideal para fines forenses. Este aspecto de la invencién se discute con detalle a
continuacion. Esta variante se representa en la Figura 2, en la que se muestra una parte de los aminoacidos 426
a 572 que codifican el gen 2b (es decir 426 = GAT) de VP2. Tres codones mutantes (431, 494 y 572) se
muestran en letra negrita y subrayada.

3) 2c americano es la primera variante 2c aislada en Estados Unidos. La aparicion significativa de esta variante
no se observo previamente (véase la Figura 3).

4) 2cA440 es una variante 2c de CPV en la que el coddn para la posicion 440 de la proteina VP2 es GCA, en
lugar de ACA. Esta mutacion da como resultado un cambio de aminoacido de Thr por Ala en la posicién 440.
Ademas, este mutante también se aislé a partir de un perro vacunado previamente que sin embargo enfermé con
CPV. Por lo tanto con esta secuencia variante se deberia incorporar en nuevas preparaciones de vacuna y de
diagndstico de CPV. Esta variante se representa en la Figura 4, en la que se muestra una parte de los
aminoacidos 426 a 572 que codifica el gen 2c de VP2 (es decir 426 = GAA). El codon mutante (440) se muestra
en letra negrita y subrayada. Los codones 494 y 572 estan subrayados para referencia.

5) 2cA430A440, una variante adicional de 2cA440, que, ademas de contener GCA en el codon para la posicion
440, también varia de las secuencias 2c conocidas por tener la leucina en la posicion 430 codificada por TTA en
lugar de el TTG habitual. Esta variante se representa en la Figura 5.

6) 2bA426A484A494N546A572 es una variante de 2bA494A572 que contiene cambios adicionales en las
posiciones 426, 484 y 546. La posicion 426 esta codificada por GAC en lugar de GAT, la posicion 484 esta
codificada por GTG (en lugar de GTA) y la posicion 546 esta codificada por AAC (en lugar de AAT). Aunque
estos cambios no dan como resultado cambios de aminoacidos (en las variantes, la posicion 426 es asparagina,
la posicién 484 es valina y la posicion 546 es asparagina, esta nueva variante es extremadamente citopatica y se
deberia incorporar en nuevas formulaciones de vacuna. Aunque este aislado tiene la misma secuencia de
aminoacidos que CPV-2b, el codén GAC en la posicion 426 es extremadamente raro, y esté aislado también se
puede usar como una vacuna de marcador forense, como se describe a continuacion.
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La Tabla 1 proporciona un resumen de los cambios de la secuencia en estas variantes.

Tabla 1. Codones asociados con aminoacidos criticos de la proteina VP2 en variantes actuales de CPV en Estados

Unidos
Variante y SEQ ID NO: Posicién del aminoacido y coddn asociado
426 430 431 440 484 494 546 572
2bA494A572 SEQ ID NO: 1 GAT TTG | CTA | ACA GTA TGC* AAT GTC*
2bA431A494A572 GAT TTG | CTG* | ACA GTA TGC* AAT GTC*

("2bA431") SEQ ID NO: 2

2bA426A484N494A546A57 GAC* TTG | CTA ACA GTG* TGC* AAC* GTC*
2 ("2bA426A484A546") SEQ

ID NO: 6

2c¢ Americano ("2c GAA TTG | CAT ACA GTA TGT AAT GTA
Americano Principal") SEQ

ID NO: 3

2cA440 ("2c Americano GAA TTG | CAT | GCA* GTA TGT AAT GTA
Secundario") SEQ ID NO: 4

2cA430A440 SEQ ID NO: 5 GAA TTA* | CAT | GCA* GTA TGT AAT GTA

*indica un codén mutante

Aunque los cambios en las posiciones 494 y 572 se describieron previamente, el predominio y las caracteristicas de
reciente aparicion de esta variante no se observaron previamente. Todas las variantes que se describen en el
presente documento se aislaron de perros (o sus descendientes) que ya habian sido vacunados contra el CPV pero
que enfermaron y murieron por CPV. Aunque las variantes se identificaron por primera vez en el sur-centro de
Estados Unidos, también se cree que son responsables de informes esporadicos de enfermedades por parvovirus
resistentes a vacuna en perros en otras partes de Estados Unidos. En la actualidad, la variante 2c detectada
previamente en todos los continentes excepto Australia y Africa, se ha detectado en 14 estados (Alabama, Arizona,
Arkansas, California, Delaware, Florida, lllinois, Kansas, New Jersey, Missouri, Oregén, Oklahoma, Carolina del Sur
y Texas). Dado el historial de rapida diseminacién de variantes de CPV previamente conocidas, una o mas de estas
variantes se deberian incluir inmediatamente en vacunas en todo el mundo para detener la propagacion de estas
iteraciones mas recientes del virus. Ademas, los ensayos y métodos de diagnostico de CPV se deberian reformular
para tener en cuenta estas variantes de reciente aparicion.

Como se describe en la seccion de Ejemplos, el inicio de los sintomas de enfermedad y muerte en los perros
vacunados para los que se aislaron las variantes de CPV de la invencién fue extremadamente rapido, lo que indica
la presencia de mutantes de escape resistentes que no son disuadidos por una respuesta del sistema inmunolégico
a los tipos de CPV que estan incluidos en las vacunas actuales. Esto era cierto no solo para 2cA440, que produce
un cambio en la secuencia primaria de la proteina VP, sino también para 2cA431, 2bA494A572, que no contienen
cambios de aminoacidos en las regiones estudiadas. La importancia de los cambios del codon 2bA494A572 no ha
sido reconocida hasta el momento, y hasta donde saben los inventores, hasta ahora no ha habido ninguna
propuesta para ajustar las composiciones de vacunas y diagnésticos de CPV para que incluyan o tengan en cuenta
estas variantes de reciente aparicion, como se describe en el presente documento. Ademas, 2cA440, 2bA431 y
2bA426A484A546 son nuevos mutantes que no se han descrito anteriormente.

Parece que estas variaciones proporcionan una ventaja de supervivencia para el virus. Sin quedar limitados por la
teoria, es posible que las secuencias mutantes confieran una ventaja al virion o al propio ADN en algun estadio del
ciclo de vida viral (por ejemplo, proteccion contra nucleasas del hospedador, transcripcion y/o traduccion mas rapida
o mas eficaz, que podria, por ejemplo, dar como resultado diferentes patrones de plegamiento de proteinas; un
empaquetado mas rapido o mas eficaz en la particula del viridn, etc.). Por ejemplo, las secuencias mutantes pueden
conferir una ventaja en términos de la termodinamica del desplegamiento cuando la ADN polimerasa replica el ADN
de CPV. Las Figuras 6-8 representan las estructuras plegadas de la region hipervariable de CPV2c, CPV2bA431, y
CPV2cA430A440, respectivamente, que se describen con mas detalle en el Ejemplo 3.

Una variante de CPV de reciente aparicion, satisfactoria tal como CPV2cA430A440 se puede usar como virus de
estimulacion para verificar el valor de las preparaciones de vacunas comerciales en condiciones experimentales. La
mayoria de las versiones anteriores de CPV2a y CPV2b no son altamente patdégenas para los perros, y el nuevo
CPV2c no se ha estudiado. Debido a la falta de un modelo de estimulacién altamente virulento, hasta ahora no ha
sido posible para las compafiias de vacunas evaluar de forma adecuada la capacidad de las preparaciones de
vacunas para conferir proteccion a los animales vacunados. . En el presente documento se ensefia un método para
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hacer lo mencionado exponiendo a los animales vacunados a la variante altamente virulenta CPV2cA430A440, y
evaluando si la vacuna protege contra la enfermedad.

Para cada una de las variantes que se describen en el presente documento, la invencion incluye preparaciones de
vacunas y diagnodsticos que incluyen una o mas de las variantes, y métodos de uso de las mismas. Las
preparaciones y diagnoésticos de este tipo incluyen la nueva variante 2bA426A484A546. Las preparaciones y
diagndsticos de este tipo pueden incluir ademas 2bA494A572 y/o 2c americano, y/o otras secuencias conocidas de
CPV, tales como las que ya estan incluidas en las vacunas actuales. Ademas, otros virus recientemente aislados
con nuevas secuencias, en particular con nuevas secuencias de aminoacidos, pueden ser o no adecuados para su
inclusién en una nueva vacuna. En general, la decision de incluir un nuevo campo aislado se basa en la capacidad
de las vacunas existentes para provocar respuestas neutralizantes al campo aislado en un animal vacunado, y en
parte en la prevalencia de la variante. Si una nueva variante esta extendida, se deberia determinar su importancia
antigénica. Una medida de esto es la distancia antigénica. La distancia antigénica total de un aislado de CPV en
particular se puede determinar sometiendo a ensayo el aislado usando un ensayo funcional, tal como el titulo de
neutralizacion del suero y/o un ensayo de hemaglutinacion y/o un ensayo de anticuerpos de fluorescencia indirecta.
Si, de acuerdo con uno o mas ensayos, un aislado presenta una neutralizaciéon escasa en comparacion con las
variantes virales que ya estan en la vacuna (es decir, si el nivel de neutralizacion del nuevo aislado heterélogo es
mas de 4 veces menor que el nivel de neutralizacion o de variantes que ya estan en la vacuna), entonces se puede
justificar el desarrollo de una nueva vacuna que incluya al nuevo aislado. Por ejemplo, cuando se aisla una nueva
variante de CPV, la distancia antigénica total se puede calcular con un ensayo de neutralizacién en suero, y los
resultados se expresan como un titulo de neutralizacion. El titulo de neutralizacion es el inverso de la dilucién mas
alta del suero de un animal vacunado en el que la neutralizacién es completa evidenciado por la falta de efecto
citopatico (CPE) o presencia de virus. Si el suero de perros vacunados con una vacuna de CPV existente da, por
ejemplo, un titulo de SN de 1:4000 con un virus homodlogo y un titulo de 1:200 con un nuevo aislado de CPV
heterdlogo, entonces el nuevo aislado probablemente se deberia incluir en una vacuna de CPV. En otras palabras, si
la vacuna actual no protege contra una variante comun y extendida que no esta en la vacuna actual, entonces la
variante se puede incluir con cuidado en una nueva preparacién de vacuna. Si el aislado se localiza en un area
geografica pequefia, entonces una vacuna personalizada o autégena puede ser mas adecuada que una vacuna
comercial disefiada para uso generalizado. Los resultados también se deberian confirmar con experimentos de
proteccion de estimulacién. En experimentos de de proteccion de estimulacion, los animales se vacunan y a
continuacion se exponen a dosis moderadas (por ejemplo, 10.000 TCID 50, es decir una mediana de dosis
infecciosa de cultivo tisular) de una variante que se usa como virus de estimulacion. Si la vacuna proporciona
protecciéon contra la variante, entonces no es necesario incluir la variante en las composiciones de vacuna. Sin
embargo, si un animal vacunado no esta protegido de la variante, la variante se puede incluir en preparaciones de
vacuna. Ademas, durante el proceso de vacunacion, no es necesario incluir todas las cepas o variantes en la misma
inyeccion. Puede ser preferente, por ejemplo, administrar al cachorro una dosis que contenga una variante a las 3
semanas de edad, una dosis que contenga una variante diferente a las 7 semanas, y una dosis que contenga otra
variante mas a las 10 semanas. Esto se produce en contraste con la practica actual, en la que las mismas variantes
se administran para las tres dosis para cachorros. Este procedimiento actual adolece del inconveniente de que la
inmunidad existente desarrollada en respuesta a una vacunacion anterior puede neutralizar los virus entrantes de
CPV administrados en vacunaciones posteriores, lo que hace que las vacunas posteriores sean de poca o ninguna
utilidad. Es de destacar que es bien sabido que algunos patdgenos virales pueden infectar multiples especies. En el
caso del CPV, se sabe que los virus felinos y de visén también infectan a los perros. Aunque la inclusion de los virus
de este tipo en una vacuna canina de CPV no es aconsejable, estos virus felinos y de vison se deberian incluir en
experimentos de estimulaciéon de animales vacunados.

En particular, la variante 2bA426A484A546 es util en la preparacion de vacunas adecuadas para rastreo y deteccion
forense. Como se ha descrito anteriormente, las vacunas actuales cada vez mas hallan en la proteccién de los
animales vacunados contra el CPV de nueva aparicion. Los propietarios de los animales que enferman después de
la vacunacién tienden a culpar a la propia vacuna por causar la enfermedad. Debido a que los métodos de
diagnéstico actuales son inadecuados para diferenciar entre cepas de vacunas y cepas de reciente aparicion, los
fabricantes de vacunas no tienen una defensa practica contra tales acusaciones y frecuentemente solucionan tales
reclamaciones haciendo una compensacion a los duefios de los animales. Este proceso es muy costoso para los
fabricantes de vacunas. Ademas, la proximidad del codén 431 al codon 426 y su ubicacion en la region hipervariable
del genoma del CPV también permite que solo se realice una secuenciacion limitada para verificar la fuente del
agente causante del CPV en un perro enfermo. Esto se podria evitar incorporando las mutaciones 2bA426A484A546
en una o mas de las cepas de vacuna que se usan para formular vacunas. 2bA426A484A546 es extremadamente
raro, por ejemplo 2bA426A484A546 se ha detectado en una sola variante. Por lo tanto, cuando se somete a ensayo
tejido de un animal enfermo que ha sido vacunado con una variante 2bA426A484A546 para CPV, si se detecta
cualquier cepa de CPV distinta a 2bA426A484A54, puede concluir con seguridad que la vacuna no causo la
enfermedad. Por el contrario, las otras cepas detectadas fueron las posibles culpables. Ademas, estas mutaciones
se podrian detectar sin secuenciacion extensa. Este tipo de investigacion forense podria proporcionar importantes
ahorros a las compafiias de vacunas.

En el presente documento se ensefian preparaciones de vacuna que comprenden secuencias de acidos nucleicos
aisladas representadas por las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5 y 6 y/o proteinas, polipéptidos o péptidos codificados por
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esas secuencias, y métodos de su uso. Ademas, también estan incluidas las vacunas con ciertas variaciones de
estas secuencias. Aunque las secuencias representan ADN monocatenario (ss), la invencion también incluye el ADN
correspondiente bicatenario (ds), ADN complementario y ARN de cualquier forma (por ejemplo, ARNm, hibridos de
ARN/ADN, etc.) que se basa en, se obtiene a partir de 0 que complementa estas secuencias. Las secuencias de
este tipo pueden ser secuencias sentido o antisentido. Ademas, las secuencias que presentan una identidad de al
menos aproximadamente un 50 %, preferentemente una identidad de aproximadamente un 60 %, mas
preferentemente de aproximadamente un 70, 80, o 90 %, o una identidad so de aproximadamente un 95, 96, 97, 98
o un 99 % o superior con las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5 y 6 también se contemplan para su uso en las vacunas. Las
secuencias de este tipo pueden diferir, por ejemplo, al contener codones alternativos que codifican el mismo
aminoacido en una o mas posiciones. Ademas, también se contemplan porciones de estas secuencias que codifican
regiones antigénicas de la proteina VP2 de CPV, al igual que las secuencias que presentan una identidad de un
70 %, o incluso mas preferentemente de aproximadamente un 80, 90, o un 95 % o incluso superior (por ejemplo, una
identidad de un 96, 97, 98 o un 99 %) con respecto a las secuencias de aminoacidos de este tipo. Las secuencias de
este tipo pueden variar, por ejemplo, conteniendo sustituciones de aminoacidos conservativas o no conservativas, o
deleciones (deleciones amino o carboxi terminales), o diversas inserciones, etc., siempre y cuando la
proteina/péptido resultante sea antigénica o antigénicos como se describe en el presente documento. Las regiones
antigénicas de este tipo tienen una longitud de al menos aproximadamente 10 aminoacidos e incluyen una o mas de
las posiciones 426, 431, 440, 484, 494, 546, 555 y 572 de la proteina VP. Sin embargo, una regién antigénica puede
incluir un gen completo de VP2.

Ademas, las secuencias de acidos nucleicos que se hibridan con secuencias que se desvelan en el presente
documento (o con porciones de esas secuencias) en condiciones rigurosas (especialmente condiciones de alta
rigurosidad). Las condiciones rigurosas se refieren a las condiciones de hibridacion que permiten que una secuencia
de acido nucleico se hibride con una secuencia en particular. En general, las condiciones altamente rigurosas se
refieren a las condiciones de hibridacion que permiten que una secuencia de acidos nucleicos de al menos 50
nucledtidos y preferentemente aproximadamente 200 o mas nucleotidos se hibride con una secuencia en particular a
aproximadamente 65 °C en una solucién que comprende aproximadamente 1 M de sal, preferentemente 6 x de SSC
o cualquier otra solucién que tenga una fuerza idnica comparable, y lavado a 65 °C en una solucion que comprende
aproximadamente 0,1 M de sal, o menos, 0,2 x de SSC o cualquier otra solucién que tenga una fuerza iénica
comparable. Estas condiciones permiten la deteccidon de secuencias que tienen una identidad de aproximadamente
un 90 % o superior. En general, las condiciones de rigurosidad mas baja se refieren a las condiciones de hibridacion
que permiten que una secuencia de acidos nucleicos de al menos 50 nucledtidos y preferentemente
aproximadamente 200 o mas nucledtidos se hibride con una secuencia en particular a aproximadamente 45 °C en
una solucién que comprende aproximadamente 1 M de sal, preferentemente 6 x de SSC o cualquier otra solucién
que tenga una fuerza iénica comparable, y lavar una temperatura ambiente en una solucion que comprende
aproximadamente 1 M de sal, preferentemente 6 x de SSC o cualquier otra solucién que tenga una fuerza iénica
comparable. Estas condiciones permiten la deteccidon de secuencias que tienen una identidad de secuencias de
hasta un 50 %. La persona experta en la materia sera capaz de modificar estas condiciones de hibridacion con el fin
de identificar secuencias que tengan una identidad que varie entre un 50 % y un 90 %.

En el presente documento se ensefian diversos tipos de vectores recombinantes y/o expresion que contienen y
expresan las secuencias de acidos nucleicos desveladas en el presente documento (o porciones de las mismas que
codifican péptidos y/o polipéptidos antigénicos). Los ejemplos de vectores y sistemas de expresion de este tipo
incluyen, pero no se limitan a: diversos vectores de expresion bacterianos (por ejemplo, Escherichia coli) basados en
probidticos (por ejemplo Lactobacillus); vectores adenovirales, baculovirus, Pichia y sistemas de expresion de
levadura, etc. Los vectores recombinantes y sistemas de expresion de este tipo se pueden utilizar, por ejemplo, en
preparaciones de vacuna, o, como alternativa, para otros fines, tales como la manipulacién de las secuencias en el
laboratorio, o para investigacion o con fines de diagnéstico.

La invencién proporciona composiciones inmunogénicas y/o vacunas contra el parvovirus canino. Las
composiciones comprenden la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO: 6, o porciones de esta secuencia que
codifican péptidos o polipéptidos antigénicos (regiones antigénicas), por ejemplo porciones de la secuencia que
incluyen uno o mas de los codones para las posiciones 426, 430, 431, 440, 484, 494, 546, 555, y 572.

Los expertos en la materia reconoceran que las composiciones de vacuna también pueden variar de acuerdo con el
uso proyectado. En ofras palabras, los componentes en particular (variantes) incluidos en la vacuna pueden variar
de acuerdo con cualquiera de varios parametros para crear una preparacion de vacuna especialmente disefiada. Por
ejemplo, las vacunas se pueden disefiar para incluir solo aquellas variantes que se han detectado en una ubicacion
geografica en particular. Por ejemplo, la variante 2a ya no se detecta en Estados Unidos y, por lo tanto, los
fabricantes de vacunas pueden optar por no incluir esta variante en las formulaciones de vacunas que se usaran en
Estados Unidos. Las vacunas de Estados Unidos podrian contener, por ejemplo, solo las variantes 2c de CPV y 2b
de CPV. Por el contrario, en la actualidad, 2a es la Unica variante de CPV en Australia. Por lo tanto, una composiciéon
de vacuna destinada a su uso en Australia podria incluir solo la variante 2a. Las vacunas recomendadas para
Europa podrian incluir, por ejemplo, las variantes 2c y 2b, mientras que una composicién de vacuna para Asia podria
incluir 2a y 2b. Todas las vacunas de este tipo adaptadas geograficamente estan incluidas en la presente invencion,
y pueden variar a lo largo del tiempo a medida que cambie el patrén de distribucion de la variante. Una

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 650 622 T3

consideracion adicional con las vacunas de este tipo geograficamente especificas es que las vacunas de virus vivos
modificados contienen altas cantidades de antigeno viral de la vacuna. Por lo tanto, si un perro vacunado con una
variante se reubica en un area donde no existe esa variante, es preferente poner al animal en cuarentena durante al
menos un mes antes de su liberaciéon en el nuevo entorno. De otro modo, la variante se puede liberal en la nueva
ubicacion. Por ejemplo, los perros vacunados con una variante 2c se deberian poner en cuarentena antes de
liberarse por ejemplo en Australia. Después del periodo de un mes, la propagacion del virus deberia cesar. Aunque
la propagacion del virus esté atenuada, su presencia puede confundir los intentos de supervisar la epidemiologia
viral, y podria permitir que los virus nativos se recombinen con el virus propagado, lo que daria como resultado la
introduccion de la mutacion mas virulenta en la poblacién local.

Ademas, las composiciones de vacunas se pueden adaptar para su uso en un hospedador en particular. Por
ejemplo, algunas razas de perros pueden ser mas susceptibles a algunas variantes que a otras; o la etapa de la vida
del animal (por ejemplo, cachorro con respecto a adulto) puede predisponer a un animal a la susceptibilidad a una o
mas variantes; o cuando se vayan a vacunar otros hospedadores ademas de los perros (por ejemplo, animales
salvajes, animales en zooldgicos o reservas de animales de caza, etc.), la composicion de la vacuna se puede
ajustar para tener en cuenta la susceptibilidad del animal hospedador en particular que va a recibir la vacuna Por
ejemplo, en el desarrollo de un modelo de estimulacion, las razas Chihuahua y Labrador retriever tienden a ser mas
susceptibles al CPV. Por lo tanto, aproximadamente 4 logs de la variante de CPV-2c altamente virulenta deberian
ser suficientes para inducir diarrea y voémitos en un ambiente controlado. Todas las vacunas de este tipo especificas
de hospedador o selectivas de hospedador estan incluidas en la presente invencion.

En otras realizaciones, la composicion de la vacuna se puede ajustar de acuerdo con el entorno local del receptor de
la vacuna. Por ejemplo, en perreras comerciales que albergan mas de 100 perros, en las que el riesgo de infeccion
contagiosa es elevado, pueden ser preferentes las vacunas con preparaciones relativamente caras que contengan la
variante 2bA431A494A572 y/o la variante 2bA484A494A546A572 en combinacion con las variantes americanas 2c
de CPV mayor y menor. Sin embargo, en perreras mas pequefias (por ejemplo, con menos de 25 perros) o en casas
€on uno o0 pocos perros, en las que el riesgo de exposicion es menor, la vacunacion con vacunas menos de menor
coste que contengan las variantes 2bA431A494A572 y/o 2bA484A494A546A572 solo con la variante 2c americana
mayor puede ser suficiente. Cuando se decide qué composiciones de vacuna usar, el riesgo de que los animales
contraigan la enfermedad se debe sopesar con respecto al coste y la capacidad de supervisar y evaluar
molecularmente la presencia de variantes de CPV en el futuro.

Ademas en ofra faceta, la invencion ofrece una estrategia de vacuna para evitar la interferencia de anticuerpos
maternos y la induccién de inmunidad a la vacuna en cachorros. En lugar de usar una Unica preparacion de vacuna
para adultos y cachorros, los cachorros se pueden vacunar con una serie de vacunas que difieren antigénicamente.
En otras palabras, la vacuna inicial para cachorros contendria variantes que podrian diferir de las que se habian
administrado a la madre, y las inyecciones de refuerzo posteriores para cachorros incluirian otras iteraciones de la
vacuna. De esta forma, se generaria un amplio espectro de anticuerpos de forma incremental. La via de vacunacion
se puede modificar para superar algunas limitaciones de vacunacion, tales como la propagacion del virus después
de la inmunizacion parenteral. Por ejemplo, mediante el uso de una via de vacunacion supra-lingual que emplea
tecnologia sin aguja, se puede inducir inmunidad, pero se puede prevenir la propagacion en las heces.

En la técnica se conocen varios métodos para fabricar vacunas adecuadas para la vacunacion contra el CPV.
Véanse, por ejemplo, los documentos de Patente de Estados Unidos N.*° 4.193.990 y 4.193.991 de Appel et al.,
documento de Patente de Estados Unidos N.° 4.303.645 de Carmichael et al., documento de Patente de Estados
Unidos N.° 4.971.793 de Wood et al.; documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.882.652 de Valdes et al., y en
el documento de Patente de Estados Unidos N.° 5.885.585 de Parrish et al, cada uno de los cuales ofrece
variaciones de estrategias de formulacion de vacunas adecuadas. Los contenidos completos de cada una de estas
patentes se incorporan en el presente documento por referencia. Generalmente, para fabricar una vacuna, se usara
un vector viral que contiene las secuencias de acido nucleico descritas (por ejemplo, ADNss que se produce
naturalmente dentro de un virus, ADNss u otra forma equivalente genéticamente modificada en un vector viral no
nativo (por ejemplo, ADNds, ss o ARNdSs, hibridos de ARN-ADN, etc.). Los ejemplos incluyen virus de CPV (u otros)
que estan "muertos”, inactivados o de otra manera atenuados para no causar sintomas graves de enfermedad en el
animal al que se de administra, junto con un vehiculo fisiolégico adecuado. Preferentemente, como resultado de la
administracion no se produciran sintomas de la enfermedad. Sin embargo, los expertos en la materia reconoceran
que muchas composiciones de vacuna eficaces causan cierta incomodidad o malestar relativamente menor durante
o después de la administracion. Sin embargo, los beneficios de estar protegido contra la enfermedad en toda regla
superan con creces esta posibilidad. Como alternativa, se puede usar un virus heterotipico que no infecte
naturalmente o que no cause normalmente la enfermedad en el animal que se esta vacunando.

El virus atenuado puede ser un CPV que contenga naturalmente la secuencia o secuencias de acidos nucleicos, o el
virus (CPV u oftro virus) puede ser recombinante en el sentido de que la secuencia de acidos nucleicos esta
insertada en el virus por ingenieria genética. En el caso de las vacunas recombinantes, las secuencias de acidos
nucleicos se pueden incorporar en virus distintos de CPV para formar vacunas recombinantes heterotipicas. Los
ejemplos de los virus de este tipo incluyen, pero no se limitan a, FPV, diversos virus del herpes, "virus huérfanos" no
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patégenos, virus entéricos tales como enterovirus, etc. En una realizacion preferente, el virus es un CPV vivo,
atenuado (modificado) de titulo elevado, y el acido nucleico es ADNss.

Preferentemente, una preparacion de este tipo también contendra secuencias de acido nucleico que codifican
regiones antigénicas de otras variantes de CPV, por ejemplo las variantes 2, 2a, 2b y/o 2c, y cualquier otra variante
de CPV que se pueda identificar posteriormente y que se considere que es util. Sin embargo, dada la amplia
distribucion de las composiciones de vacuna que contienen solo las variantes 2a y 2b, también puede ser
beneficioso producir composiciones de vacuna que contengan solo una o mas de las variantes que se desvelan en
el presente documento, para usar en conjunto y para complementar los efectos de la vacunas 2a-2b conocidas.
Ademas, las vacunas de este tipo se pueden administrar con vacunas contra otras entidades causantes de
enfermedad, ya sea como composiciones separadas, o juntas en una Unica composicion.

La forma exacta de la vacuna puede variar. En una realizacién, la vacuna estd compuesta por virus de CPV
atenuados que contienen secuencias de acidos nucleicos como se desvela en el presente documento.
Preferentemente la vacuna es polivalente y también incluye virus del tipo 2, 2a, 2b, y/o 2c de CPV atenuados. Como
alternativa, un Unico virus se puede modificar genéticamente para que contenga acidos nucleicos que codifican
proteinas (por ejemplo, proteinas VP2, o porciones antigénicas de los mismos) de dos o mas tipos variantes, es
decir, se pueden construir CPV quiméricos recombinantes que tengan regiones gendémicas de dos o mas regiones
de VP2 mediante tecnologia recombinante intercambiando regiones de ADN de dos o mas CPV, como es conocido
por los expertos en la materia.

También se contemplan otras formas de la vacuna. Por ejemplo, también se contemplan vacunas de particulas de
virién "vacias" (sin acido nucleico), como lo son las vacunas que comprenden virién antigénico u otras proteinas de
CPV que no se ensamblan en una capside. En estos casos, las proteinas en la preparacion de vacuna estan
codificadas por SEQ ID NO: 6, o como alternativa, las regiones antigénicas mas cortas estan codificadas por
porciones de SEQ ID NO: 6. También se pueden incluir proteinas codificadas por SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 3,
y/o regiones antigénicas codificadas por porciones de SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 3.

Otros componentes de vacuna adecuados, por ejemplo, vehiculos farmacolégicamente aceptables, son bien
conocidos por los expertos en la materia, como es la preparacién de las composiciones de este tipo para usar como
vacunas. Por lo general, las composiciones de este tipo se preparan como soluciones liquidas o suspensiones, sin
embargo, también se contemplan formas soélidas tales como comprimidos, pildoras, polvos y similares. También se
pueden preparar formas sélidas adecuadas para solucidon o suspensién en liquidos antes de su administracion. La
preparacion también puede ser emulsionada. Los principios activos se pueden mezclar con excipientes que sean
farmacéuticamente aceptables y compatibles con los principios activos. Los excipientes adecuados son, por ejemplo,
agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol y similares, o combinaciones de los mismos. Ademas, la composicion
puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes,
agentes tamponantes del pH, y similares. Si se desea administrar una forma oral de la composicién, se pueden
afadir diversos espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, adyuvantes de dispersién o aglutinantes y
similares. La composicién de la presente invencion puede contener cualquiera de tales ingredientes adicionales para
proporcionar la composicién en una forma adecuada para su administraciéon. La cantidad final del acido nucleico
traducible en las formulaciones puede variar. Sin embargo, en general, la cantidad sera de aproximadamente un 1-
99 %. Las composiciones pueden comprender ademas un adyuvante, cuyos ejemplos adecuados incluyen, pero no
se limitan a, Seppic, Quil A, Alhidrogel, etc.

Las preparaciones inmunogénicas/vacunas de la presente invencion se pueden administrar mediante cualquiera de
muchos medios adecuados que son bien conocidos por los expertos en la materia, que incluyen pero no se limitan a,
mediante inyeccién, por via oral, por via intranasal, por ingestion de un producto alimenticio que contiene el
antigeno, etc. Sin embargo, en una realizacion preferente, el modo de administracion es por inyeccion. Ademas, las
composiciones se pueden administrar solas o en combinacién con otros medicamentos o composiciones
inmunogénicas, por ejemplo como parte de una vacuna de multiples componentes. Ademas, la administracion puede
ser un suceso Unico, o se pueden administrar dosis de refuerzo multiples en diversos intervalos de tiempo para
aumentar la respuesta inmunolégica. Ademas, la administracion puede ser profilactica, es decir antes de que se
haya producido la exposicion al virus, o se sospeche que se haya producido, o después del hecho, es decir, después
de una exposicion conocida o sospechada, o de forma terapéutica, por ejemplo después de la aparicion de sintomas
de la enfermedad asociados a la infeccidn viral.

Después de la administracién de la preparacioén, las secuencias de acido nucleico de la invencién se expresan
dentro del animal hospedador al que se le ha administrado la vacuna, y el animal hospedador remonta una
respuesta inmunoldgica a las proteinas antigénicas (o porciones de las mismas) codificadas por el acido nucleico.
Preferentemente, la respuesta inmunoldgica que se provoca es una respuesta inmunolégica protectora. En algunas
realizaciones, el virus atenuado retiene la capacidad de replicarse dentro del hospedador, aunque esto no es
estrictamente necesario.

En el presente documento se ensefian métodos de prevencion de los sintomas de la infecciéon por CPV en un
mamifero con necesidad de los mismos. Generalmente, las vacunas de CPV se administran para proporcionar
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inmunidad activa en cachorros y/o perros adultos. El método implica administrar al mamifero una vacuna y/o
composicion inmunogénica que comprende un acido nucleico que incluye la secuencia representada por al menos la
SEQ ID NO: 6, o porciones de la misma que codifican regiones antigénicas de VP2. En una realizacion preferente, la
preparacion también incluye acidos nucleicos que codifican otras variantes de CPV clinicamente relevantes,
preferentemente las variantes 2a y 2b, y, opcionalmente, el CPV2 original. La administracion de la composicion da
como resultado la obtencion de una respuesta inmunoldgica por el receptor. Preferentemente, la respuesta
inmunoldégica es protectora contra la exposicion futura al CPV, y elimina los sintomas de la enfermedad por
completo, o mejora los sintomas de la enfermedad a un nivel mas leve de lo que se experimentaria sin la
vacunacion.

En una realizacion preferente de la invencion, los animales que se vacunan usando las vacunas de la invencion son
perros domésticos, que incluyen perros adultos y cachorros. Sin embargo, también se contempla la vacunacion de
otros posibles hospedadores de CPV. Otros hospedadores potenciales incluyen otros canidos tales como canidos
silvestres (por ejemplo, lobos, especies de perros salvajes, etc.), gatos (incluidos gatos y gatitos domésticos, y
especies de gatos mas grandes, ya sean domésticos o salvajes), visdn, panda rojo, zorros, ledn y tigres, etc. Aunque
las vacunas se usaran por supuesto en animales domésticos, los animales salvajes o parcialmente domesticados
también se pueden beneficiar de dicha vacunacion, por ejemplo animales en zooldgicos o areas protegidas,
parques, en instalaciones de investigacion, etc. Cualquier animal que pueda hospedar el CPV vy variantes de CPV,
tanto si el virus causa o no sintomas de enfermedad en el hospedador, se puede beneficiar al vacunarse con las
preparaciones de vacuna proporcionadas en el presente documento. La vacunacidon de animales que son
asintomaticos después de la infeccion con el virus (es decir vehiculos silenciosos) seria beneficiosa para reducir la
propagacion del virus a poblaciones mas susceptibles.

Los anticuerpos que se unen de forma especifica o selectiva a determinantes antigénicos o regiones antigénicas de
proteinas del tipo 2bA494A572, 2bA426A484A546, 2bA431, 2cA440 y/o los CPV de variante 2c americana también
se ensefian en el presente documento. Los anticuerpos diferenciales de este tipo pueden ser policlonales o
monoclonales, aunque generalmente se prefieren los anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales se
prepararan inyectando las variantes (en forma de proteina, o acidos nucleicos que codifican las proteinas) en
ratones. Después de 3 refuerzos, los bazos se recolectaran y se fusionaran con células de mieloma. Los anticuerpos
monoclonales que producen clones se seleccionaran mediante ELISA, HA-HI y ensayo de anticuerpo con
inmunofluorescencia indirecta. Los clones que reaccionan con 2bA494A572, 2bA426A484A546, 2bA431, 2cA440 y/o
genotipos de 2c americano se guardaran para el desarrollo de ensayos de diagndstico de CPV. Los anticuerpos
policlonales se pueden preparar inyectando uno o mas péptidos que abarcan los codones de aminoacidos que son
dianas antigénicas preferentes de las variantes 2bA494A572, 2bA426A484A546, 2bA431, 2cA440 y/o 2c americana
por ejemplo en conejos.

La invencion también proporciona kits de diagnostico para la deteccion de las variantes de CPV descritas en el
presente documento y, opcionalmente, también de otras variantes de CPV (por ejemplo, CPV2, 2a y 2b). Los kits de
este tipo incluyen cebadores de oligonucleédtidos especificos para amplificar (por ejemplo, mediante reaccién en
cadena de la polimerasa) las secuencias de acidos nucleicos desveladas en el presente documento. Como
alternativa, los kits de este tipo pueden incluir anticuerpos (por ejemplo, monoclonales o policlonales) que se unen
de forma selectiva o especifica a determinantes antigénicos Unicos mostrados por las variantes y, opcionalmente,
también otras variantes de CPV (por ejemplo, CPV2, 2a y 2b).

Se ensefia un nuevo método para cultivar CPV in vitro. El método implica cultivar el virus en un cultivo celular mixto
de 1) células que se sabe que son susceptibles de infeccion por CPV, y 2) células Vero, en un medio adecuado. En
una realizacién preferente, las células que son susceptibles de infeccion por CPV son células CRFK. Sin embargo,
también se pueden usar otros tipos de tales células, que incluyen, pero no se limitan a: células obtenidas a partir del
fibroma canino A72; células obtenidas a partir de células CRFK tales como células de rifién felino Nordisk Laboratory
(NLFK); células de lengua felina tales como células Fe3Tg; células de pulmon felino tales como células AK-D; lineas
celulares de linfoma felino tales como 3201; lineas de linfocitos T caninos tales como CT 45-S; lineas de células
epiteliales del timo canino tales como Cf2Th, etc. Ademas, una diversidad de lineas de células felinas y caninas, asi
como instrucciones para su cultivo, se pueden obtener en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo en Manassas,
Virginia.

Estas lineas celulares se pueden propagar, junto con células Vero, en una diversidad de medios que son conocidos
por los expertos en la materia. Por ejemplo, las células CT 45-S se pueden cultivar en medio RPMI 1640; Las células
AK-D, Fe2lu y Cf2Ths se pueden cultivar en medio minimo esencial de Dulbecco (MEM) con un suero bovino fetal al
10 % (FBS); para células Tg 3201, NLFK, CRFL, A72 y Fc3, se pueden usar 5A de McCoy y Leibowitz L15 con FCS
al 5 %. Por lo general, las lineas celulares se incuban juntas durante 4-5 dias a 37 °C.
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Ejemplos
Introduccion

La infeccién por parvovirus canino (CPV) es la enfermedad mas grave y prevalente de los perros, y es la causa mas
comun de diarrea en cachorros. Aunque las vacunas contra el CPV estan disponibles y usan ampliamente, se han
producido varios brotes recientes de CPV en perros vacunados. Por ejemplo, los duefios de perreras en el Sur
Central de Estados Unidos han observado altas tasas de mortalidad de cachorros debido a la infeccién por CPV a
pesar de la vacunacion.

El CPV es un virus de ADN monocatenario que tiene una alta tasa de mutacion y la capacidad de cambiar su rango
de hospedador y tropismo. Las vacunas comerciales que estan disponibles en la actualidad por lo general contienen
solo las variantes CPV2, CPV2a y CPV2b. Durante el analisis de muestras de los inventores de perros vacunados
con CPV con sintomas manifiestos de infeccién por parvovirus, los inventores observaron cambios funcionales en la
deteccion de CPV mediante ensayos de diagndstico de CPV actuales y fallos en los kits actuales para detectar el
virus de campo, lo que indica una posible evolucién del CPV mas alla de los subtipos 2a y 2b. Las investigaciones
adicionales dieron como resultado la identificacion de dos variantes de CPV, en particular 2bA494A572 y 2c
americano. Los aislados se asocian a un aumento de la virulencia y a un tropismo tisular mas amplio que el
observado hasta ahora con los aislados de CPV cultivados. Ademas, parece que los nuevos aislados de CPV
causan diarrea mucosa de color amarillo en lugar de diarrea hemorragica causada por genotipos de CPV-2 en el
pasado. De acuerdo con otros informes, la variante 2bA494A572 tiene dos cambios de codones. La variante 2c
Americana se detecto previamente en ltalia, Espafia y Vietnam, pero no se detectd previamente en Estados Unidos.

Materiales y métodos
Las muestras fecales fueron recibidas por el Oklahoma Animal Disease Diagnostic

Laboratorio por Federal Express en bolsas de hielo (aproximadamente 4-5 °C). Se recibieron un minimo de 2-5
gramos de heces o 2-5 ml de heces de diarrea liquida. Las muestras fecales generalmente se someten a ensayo el
mismo dia mediante el Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)(s) de CPV que estan disponibles en
el mercado. Los inventores recibieron bucles intestinales (aproximadamente 2-3 piezas) de diferentes regiones del
intestino para el ensayo de anticuerpos fluorescentes (FAT) o inmunohistoquimica (IHC). En ocasiones, los
inventores recibian pedazos de la lengua para FAT o IHC o reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para el
examen de CPV. Estas muestras de ensayo se reciben frias en paquetes de hielo mediante FedExp. Muchos casos
de CPV tienen un historial de ensayos negativos para CPV mediante kits de diagnéstico de campo (Assure,
Synbiotics, CA; o IDEXX, Bar Harbor, Maine).

La histopatologia se realiz6 en los intestinos de cachorros y perros adultos con una historia compatible con CPV. La
historia incluy6 diarrea sanguinolenta o mucosa y muerte. Se examinaron tejidos intestinales recién recogidos y
fijados con formalina para lesiones compatibles con el CPV: dilatacién y necrosis de las criptas y pérdida de
vellosidades intestinales.

El ensayo de anticuerpos fluorescentes (FAT) se usd para detectar los antigenos del CPV en los intestinos. Las
secciones intestinales de 6-8 micrometros de grosor se fijaron con acetona y se secaron al aire. El conjugado anti
CPV etiquetado con FITC se afiadio y las secciones se incubaron durante 30 min a 37 °C. Después de los lavados,
las secciones se contratifieron con azul de tripano. Las secciones se examinaron mediante microscopia de
fluorescencia: las células positivas para CPV se tifieron de color verde manzana y las células negativas para CPV se
tiferon de color rojo ladrillo con un ensayo de FAT.

Las secciones fijadas con formalina enviadas para histopatologia se examinaron mediante inmunohistoquimica para
antigeno de CPV.

Se realizaron PCR seguida por secuenciacion en muestras fecales y raspados de las muestras intestinales positivas
o sospechosas de CPV, como lo describen en Desario et al, 2005. Una porcion del gen de la proteina viral se
amplificé por PCR. El producto de PCR amplificado se detecté mediante electroforesis en gel de agarosa y se eluyd
del gel para secuenciacion.

Las secuencias se sometieron a analisis con el programa BLAST que compara los resultados con una gran
coleccién de secuencias que se han depositado en el GenBank. Todas las secuencias se identificaron como
similares al parvovirus canino.

EJEMPLO 1. Fallo de los ensayos de diagndstico de CPV actuales.

Las muestras fecales se analizaron como se ha descrito anteriormente, y todas las muestras fueron positivas usando

los criterios convencionales de: lesiones caracteristicas segun lo determinado por histopatologia, resultados de
ensayo de anticuerpos fluorescentes y resultados de inmunohistoquimica. Sin embargo, después de someter a
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ensayo las mismas muestras usando ensayos de diagnéstico comerciales, los resultados mostraron que los ensayos
no eran confiables para el diagndstico de campo de CPV de estas muestras, y fallaron en la deteccion de un 33-
50 % de los casos positivos para CPV.

La mayoria de estos aislados de CPV se obtuvieron de perreras que en la actualidad usan vacunas comerciales de
CPV de acuerdo con la etiqueta de la vacuna, pero que aun experimentan brotes de CPV y mortalidad. Esta falta de
proteccion se debe probablemente a la variacion antigénica en los nuevos aislados de CPV de reciente aparicion.
Esta observacion de campo epidemioldgica sobre muchos casos de CPV (n ~ 500) indica la necesidad de incorporar
estas nuevas variantes de CPV en vacunas comerciales de CPV.

EJEMPLO 2. Secuenciaciéon de aislados de CPV: identificacion de la variante 2bA494A572 y del aislado CPV2c
americano

Generalmente se considera que el fallo de las vacunas y los kits de diagnostico es una evidencia epidemiolégica de
la evolucioén viral. Por lo tanto, se sospechd la presencia de nuevas variantes de CPV en las muestras estudiadas.
Para confirmar esto, se realizé secuenciacion de PCR de una porcién de la proteina viral VP2 para detectar virus
aislados de las muestras fecales, y los resultados se compararon con secuencias conocidas de VP2 usando
programas informaticos de software y/o alineamiento manual.

Los resultados confirmaron la presencia de dos tipos de CPV de reciente aparicion en las muestras: 1) una variante
de 2b que se denomin6 2bA494A572; y 2) 2c americano, que no habia sido informado previamente en Estados
Unidos. Las secuencias de ADN que codifican porciones de las proteinas VP2 de las dos variantes se presentan en
la figura 1 (2bA494A572, SEQ ID NO: 1) y Figura 3 (2c americano, SEQ ID NO: 3). Una comparacion de estas
secuencias con una secuencia de referencia de CPV2 conocida desvel6é que, en 2bA494A572, se habia producido
un cambio en los codones 494 y 572. El codon CPV2 habitual en 494 es TGT, pero el codon 494 en 2bA494A572 es
TGC. De forma analoga, el codén habitual en la posicién 572 en los aislados de CPV2 es GTA pero en 2bA494A572
este coddén es GTC. Estos cambios no dan lugar a cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina VP2. Sin
embargo, es probable que los cambios confieran ventajas a la variante 2bA494A572 en una o mas fases de su ciclo
de vida, por ejemplo en la eficacia de replicacion, transcripcion o traduccion. De forma significativa, la presencia de
la variante 2c americana en las muestras es el primer informe de esta variante de CPV en Estados Unidos y es
probablemente un presagio de su aparicion como una variante dominante. Aproximadamente un 50 % de los casos
de fallo de la vacuna se debieron a la presencia de CPV2bA494A572 y un 50 % se atribuy6 a CPV2c o
CPV2cA430A440.

Estos hallazgos demuestran la aparicion de 2bA494A572 (SEQ ID NO: 1) y 2c americano (SEQ ID NO: 3) como
variantes de CPV dominantes, y sefialan la necesidad de incorporar estas variantes en preparaciones de vacuna de
CPV.

Otras variantes se identificaron de una manera similar. En particular, la nueva variante 2bA426A484A546 (SEQ ID
NO: 6), que es altamente citopatica, también se ha identificado de esta manera.

EJEMPLO 3. Determinacion de la estructura secundaria variante y energia asociada

Se sabe que la virulencia de los patégenos virales esta asociada con elementos estructurales secundarios en el
genoma viral (Pellerin et al., 1994. Virology 203: 260-268). Los patrones de plegamiento de las regiones
hipervariables de las variantes 2c, 2bA431 y 2cA430A440 se evaluaron usando el programa de plegamiento de ADN
"mfold" en el sitio web ubicado en mfold.burnet.edu.au en la World Wide Web. Los resultados se muestran en las
Figuras 6-8, que representan los patrones de plegamiento y los niveles de energia asociados para cada variante.
Como se puede ver, la estructura secundaria de la regidon se mantiene y los niveles de energia para desplegamiento
pueden cambiar.

EJEMPLO 4. Desarrollo y ensayo de una nueva vacuna polivalente contra CPV

Se desarrolla una nueva vacuna polivalente que protege contra variantes de CPV de reciente aparicion. La vacuna
incluye uno o mas virus de CPV atenuados de los tipos CPV2b, 2bA494A572 (SEQ ID NO 1), 2bA431 (SEQ ID NO
2), 2bA426A484A546 (SEQ ID NO 6), 2c americano (SEQ ID NO 3), 2cA440 (SEQ ID NO 4) y, opcionalmente,
CPV2. En oftras palabras, en esta nueva vacuna, CPV2b se reemplaza por 2bA494A572 y/o 2bA426A484A546,
variantes que se ha descubierto recientemente que estan apareciendo como el genotipo dominante. La presencia de
CPV2, que parece no ser mas una amenaza, es opcional.

Los animales vacunados con la vacuna polivalente estan protegidos contra el desarrollo de sintomas de infeccion
por parvovirus mediante las variantes usadas para preparar la vacuna.
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EJEMPLO 5. Nuevos métodos de cultivo celular mixto para propagacion del CPV

El CPV por lo general crece en cultivos celulares que solo contienen un Unico tipo de célula tal como la linea celular
de rifion felino Crandall (CRFK).

Se ha desarrollado un método mejorado de cultivo de CPV. De acuerdo con el nuevo método, CPV se cultiva en una
mezcla igual de células CRFK y Vero en medio esencial minimo (MEM). Ambas lineas celulares se sembraron en
placas y las muestras se inocularon una hora después de la siembra. En esta etapa, las células se unieron, pero
todavia en las primeras etapas de la division celular. EI nuevo método de cultivo celular producia efectos citopaticos
detectables mas rapidamente que cuando el CPV se cultivaba solo con células CRFK. Ademas, se mantuvieron
altos titulos de produccion de CPV en el cultivo de células mixtas para 3 pasajes en serie
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atacttatgg
tttgggataa
tttgtcaaaa
aatatgatcc
ggaaaggtaa
aacaaatgag

tgaaaattgt

<210> 4
<211> 441
<212> ADN

<213> Canine parvovirus

<400> 4
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aacagatcca
tcctttaact
agaatttgat
taattgccct
tgatgcatct
attagtattt
tattaatgta

C

aacagatcca
tcctttaact
agaatttgat
taattgtcct
tgatgcatct
attagtattt
tattaatgta

a

attggaggta
gcattaaata
actgacttaa
ggtcaattat
gctaatatgt
aaagctaaac

gataaccaat

attggaggta
gcattaaata
actgacttaa
ggtcaattat
gctaatatgt
aaagctaaac

gataaccaat

15

aaacaggaat
atgtaccacc
aaccaagact
ttgtaaaagt
caagaattgt
taagagcctc

ttaactatgt

taactatact
agtttatcca
tcatgtaaat
tgcgcctaat
aacttactca
tcatacttgg

accaagtaat

aaacaggaat
atgtaccacc
aaccaagact
ttgtaaaagt
caagaattgt
taagagcctc

ttaactatgt

taactatact
agtttatcca
tcatgtaaat
tgcgcctaat
aacttactca
tcatacttgg

accaagtaat
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15

20

gaagataatg
aatatattta
aatggtcaaa
gcaccatttg
ttaacaaatg
gatttttggt
aatccaattc

attggaggta

tattgctacc
atacttatgg
tttgggataa
tttgtcaaaa
aatatgatcc
ggaaaggtaa
aacaaatgag

tgaaaattgt

<210>5

<211> 441

<212> ADN

<213> Canine parvovirus

<400> 5
gaagataatg tattactacc

aatatattta atacttatgg

aatggtcaaa

gcaccatttg

ttaacaaatyg

gatttttggt

tttgggataa

tttgtcaaaa

aatatgatcc

ggaaaggtaa

aatccaattc aacaaatgag

attggaggta tgaaaattgt

<210> 6

<211> 441

<212> ADN

<213> Canine parvovirus

<400> 6

gacgataatg
aatatattta
aatggtcaaa
gcaccatttg
ttaacaaatg
gatttttggt
aacccaattc

attggaggta

tattgctacc
atacttatgg
tttgggataa
tttgtcaaaa
aatatgatcc
ggaaaggtaa
aacaaatgag

tgaaaattgt
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aacagatcca
tcctttaact
agaatttgat
taattgtcct
tgatgcatct
attagtattt
tattaatgta

a

aacagatcca
tcctttaact
agaatttgat

taattgtcct

tgatgcatct
attagtattt
tattaatgta

a

aacagatcca
tcctttaact
agaatttgat
taattgccct
tgatgcatct
attagtattt
tattaatgta

C

attggaggta
gcattaaata
actgacttaa
ggtcaattat
gctaatatgt
aaagctaaac

gataaccaat

attggaggta
gcattaaata
actgacttaa

ggtcaattat

gctaatatgt
aaagctaaac

gataaccaat

attggaggta
gcattaaata
actgacttaa
ggtcaattat
gctaatatgt
aaagctaaac

gataaccaat

16

aagcaggaat
atgtaccacc
aaccaagact
ttgtaaaagt
caagaattgt
taagagcctc

ttaactatgt

aagcaggaat
atgtaccacc
aaccaagact

ttgtaaaagt

caagaattgt
taagagcctc

ttaactatgt

aaacaggaat
atgtaccacc
aaccaagact
ttgtaaaagt
caagaattgt
taagagcctc

ttaactatgt

taactatact
agtttatcca
tcatgtaaat
tgcgcctaat
aacttactca
tcatacttgg

accaagtaat

taactatact
agtttatcca
tcatgtaaat

tgcgcctaat

aacttactca
tcatacttgg

accaagtaat

taactatact
agtttatcca
tcatgtgaat
tgcgcctaat
aacttactca
tcatacttgg

accaagtaat

60

120

180

240

300

360

420

441

60

120

180

240

300

360

420

441
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon inmunogénica que comprende una secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 6 o que tiene
una identidad de al menos un 99 % con la SEQ ID NO: 6, en la que la posicién 426 del aminoacido de la proteina
VP2 esta codificada por GAC, la posicion 484 del aminoacido de la proteina VP2 esta codificada por GTG y la
posicion 546 del aminoacido de la proteina VP2 esta codificada por AAC.

2. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente secuencias de acidos
nucleicos seleccionadas entre el grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1 o un acido nucleico que tiene una identidad
de al menos un 98 % con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o un acido nucleico que tiene una identidad de al menos
un 95 % con la SEQ ID NO: 3 y secuencias que codifican una proteina de tipo VP-2b.

3. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 1, en la que el acido nucleico de SEQ ID NO: 6 o que tiene una
identidad de al menos un 99 % con la SEQ ID NO: 6 en la que la posicién 426 del aminoacido de la proteina VP2
esta codificada por GAC, la posicion 484 del aminoacido de la proteina VP2 esta codificada por GTG vy la posicion
546 del aminoacido de la proteina VP2 esta codificada por AAC esta presente en un parvovirus atenuado.

4. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 2, en la que la secuencia de acidos nucleicos del grupo que
consiste en; SEQ ID NO: 1 o un acido nucleico que tiene una identidad de al menos un 98 % con la SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 3 o un &cido nucleico que tiene una identidad de al menos un 95 % con la SEQ ID NO: 3 y secuencias
que codifican una proteina de tipo VP-2b esta presente en un parvovirus atenuado.

5. Un método para detectar la presencia de CPV en una muestra biolégica, que comprende

- exponer dicha muestra a moléculas que se unen de forma especifica o de forma selectiva a la secuencia de
acidos nucleicos de SEQ ID NO: 6 o un acido nucleico que tiene una identidad de al menos un 99 % con la SEQ
ID NO: 6 en la que la posicion 426 del aminoacido de la proteina VP2 esta codificada por GAC, la posicion 484
del aminoacido de la proteina VP2 esta codificada por GTG y la posiciéon 546 del aminoacido de la proteina VP2
esta codificada por AAC;

- detectar un suceso de union entre dichas moléculas y dichas una o mas secuencias de acidos nucleicos.
6. El método de la reivindicacion 5, en el que dichas moléculas son cebadores de oligonucleétidos.
7. Un kit de diagnostico, que comprende moléculas especificas para detectar la secuencia de acidos nucleicos de
SEQ ID NO: 6 o un acido nucleico que tiene una identidad de al menos un 99 % con la SEQ ID NO: 6 en la que la
posicion 426 del aminoacido de la proteina VP2 esta codificada por GAC, la posicion 484 del aminoacido de la
proteina VP2 esta codificada por GTG y la posicion 546 del aminoacido de la proteina VP2 esta codificada por AAC.
8. El kit de diagndstico de la reivindicacion 7, en el que dichas moléculas son acidos nucleicos que se hibridan a la

SEQ ID NO: 6 o un acido nucleico que tiene una identidad de al menos un 99 % con la SEQ ID NO: 6 en condiciones
rigurosas.
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426
GATOGATAATOTATTGCTACCAACAGATOCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTA

TACTAATATATTTAATACTTATGOTCCTTTAACTGUATTAAATAATGTACCACCAGTT

TATCCAAATGGTCAAATTTGGOGATAAAGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTT
494
CATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATIGCCCTGGTCAATTATTTGTAAAA

GTTGUGCCTAATTTAACAAATOAATATOGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGA
ATTGTAACTTACTCAGATTTITGOTGGAMAGGTAAATTAGTATTTAAAGUTAAACTA

AGAGUCTCTCATACTTGGAATOCAATTCAACAAATOAGTATTAATGTAGATAACCAA

572
TTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTICTATGAAAAATITCAA

CTAGCACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATGTTTTTATGTTTATTACATAT

Figura 1
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426 431
GATGATAATGTATTGCTGOCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGOAATTAACTA

TACTAATATATTTAATACTTATGGTOCTT TAACTGUATTAAATAATGTACCACCAGTT

TATCCAAATGOTCAAATTTGGOATAAAGAATTTGATACTCACTTAAAACCAAGACTT
b4
CATOTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATIGCCOTGOTCAATTATTTGTAAAA

GTTGCGOCTAATTTAACAAATGAATATCGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGA
ATTGTAACTTACTCAGATTTTTGOTGEAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTA

AGAGCCTCTUATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATOTAGATAACTAA

572
TTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATCAAAATTGTCTATGAAAAATCTCAA

CTAGCACCTAGAAAATTATATTAACATACTTACTATGTTTTTATGTTTATTACATAT

Figura 2
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426
GAAGATAATOTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTA

TACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTOGCATTAAATAATOTACCACCAGTT

TATCCAAATGGTCAAATTTGGOATAAAGAATTTGATACTCACTTAAAMACCAAGACTT

494
CATGTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAA

GTTGCGCCTAATTTAACAAATOAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGA

ATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTOGAAAGO TAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTA

AGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAA

372
TITAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATOAAAATTGTA

Figura 3
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#26 a40
GAACGATAATOTATTGCTACCAACAGATCCAATTOOAGGTAAAGCAGOAATTAACTA

TACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTT

TATCCAAATOGTCAAATTTGGOATAAAGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTT

494
CATOTAAATGCACCATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAA

GTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGA
ATTGTAACTTACTCAGATTTTTOGTGOAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTA

AGAGCCTCTCATACTTGGAATCCAATTCAACAAATOAGTATTAATOTAGATAACCAA

572
TTTAACTATOTACCAAGTAATATTGOAGGTATGAAAATTGTA

Figura4
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426 430 440
GAAGATAATGTATTACTACCAACAGATCCAATTOGAGOTAAAGCAGGAATTAACTA

TACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTOUATTAAATAATGTACCACCAGTT

TATCCAAATGOTCAAATTTGGOATAAAGAATTTOATACTGACTTAAAACCAAGACTT

434
CATGTAAATGCACCATTTGTTTOTCAAAATAATICTCCTGGTCAATTATTTGTAAAA

GTTGCOCCTAATTTAACAAATGAATATOATCCTGATGCATCTGUTAATATOTCAAGA
ATTOTAACTTACTCAGATTTTTGGTGOAAAGCGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTA

AGAGOCTOTCATACTTGOAATCCAATTCAACAAATGACTATTAATGTAGATAACCAA

572
TTTAACTATGTACCAAGTAATATTGCGAGGTATCGAAAATTGTA

Figura 5
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ENERGIA= 3.1

Figura 6
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ENERGIA = -2,2

Figura 7
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Figura 8
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426
GACGATAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTA

TACTAATATATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTT

TATCCAAATGGTCAAATTTGGGATAAAGAATTTGATACTGACTTAAAACCAAGACTT
484 494

CATGTGAATGCACCATTTGTTITGTCAAAATAATIGCCCTGGTCAATTATTTGTAAAA

GTTGCGCCTAATTTAACAAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGA

ATTGTAACTTACTCAGATTTTTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTA

546
AGAGCCTCTCATACTTGGAACCCAATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAA
572
TTTAACTATGTACCAAGTAATATTGGAGGTATGAAAATTGTC

Figura 9
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